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© L'invention a pour objet des glycopeptides et des glyco- 
proteines caracterises par les proprietes suivantes: 

leur poids moleculaire est compris d'environ 5000 a en- 
viron 20 000 daltons: 

les resiaus sucres contenus sont des hexoses et des hex- 
oses amines: 

•is sont anticoagulants sur sang total a panird'une con- 
centration d'environ 80 p.g rnl; 

ils entrainent un allongement du temps de cephaline- 
kaolin. du temos de thrombme; 

ils entrainent un allongement du temps de Quick; 

ils inactivent le facteur Xa. 

Ces glycopeptides presentent des proprietes biologiaues 
leur permettant notamment de jouer un role regulateur vis-a- 
vis de la coagulation sanguine. 
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GLYCOPEPTIDES ET GLYCOPROTEINS. TOUTE COMPOSITION LES 
CONTENANT LEUR PROCEDE DE PREPARATION 
ET LEURS APPLICATIONS ANT I COAGULANT ES 

5 

L' invention est relative a des molecules glyco- 
peptidiques et glycoproteiniques presentant des proprie- 
tes biologiques leur permettant notamment de jouer un 
role regulateur vis-a-vis de la coagulation sanguine. 
10 L' invention vise egalement toute composition 

contenant ces molecules, glycopeptidiques et glycopro- 
teiniques, ainsi que toute composition contenant ces 
molecules glycopeptidiques et glycoproteiniques et 
possedant des propriete biologiques leur permettant de 
15 jouer un role vis-a-vis de la coagulation sanguine. 

De telles molecules glycopeptidiques et glyco- 
proteiniques peuvent etre obtenues notamment a partir 
des myxobacteries qui produisent un mucus qui absorbe le 
rouge congo. 

20 On sait que I'heparine est sans doute a ce jour 

I'un des medicaments le plus largement utilise dans 
1' application anticoagulante . Elle est en effet capable 
d'intervenir a plusieurs niveaux dans les cascades de 
reactions enzymatiques successives, qui sont normalement 

25 mises en jeu au cours de l'hemostase physiologique , dans 
toute situation susceptible d 1 entrainer une hypercoagu- 
lability du sang. Elle est plus particulierement capable 
de . deprimer simultanement un grand nombre des facteurs 
de la coagulation intervenant dans la creation et le 
30 maintien des differentes formes d 1 hypercoagulability . 

C^st evidemment pour pallier les effets d' hy- 
percoagulability que l'on a couramment recours aux 
puissantes proprietes anticoagulantes de I'heparine, en 
vue de ramener le mecanisme coagulation-f ibrinolyse a 
35 1 ■ equilibre, chaque fois que celui-ci subit une 
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perturbation importante, par exemple a l 1 occasion d'une 
intervention chirurgicale sur I'hote. II est cependant 
bien connu que ces tentatives de reequilibrage sont 
extremement delicates et que, en consequence, 1' adminis- 
tration de doses trop elevees de medicament anticoagu- 
lant -ou I'insuf fisante selectivity de celui-ci- dans le 
but de prevenir les risques d 1 hypercoagulation , par 
exemple I 1 apparition de thromboses post-chirurgicales , 
peut finalement etre a I'origine d ' hemorragies graves : 
d'ou la necessite d f une surveillance constante des pa- 
tients traites et des ajustements necessaires des doses 
administrees -en continu ou en discontinu- en fonction 
des resultats de tests, notamment' de coagulability glo- 
bale, comme le temps de Howel, qui doivent etre prati- 
ques a intervalles reguliers. 

On rappellera ci-apres , dans les limites de ce 
qui est necessaire pour la clarte de l 1 expose, quelques 
unes des notions de base, et volontairement simplif iees , 
relatives a la coagulation. Le processus de coagulation 
comprend en effet trois phases generalement decrites 
comme successives, meme si elles sont etroitement intri- 
quees : 

la thromboplastinof ormation, phase de forma- 
tion de prothrombinase (ou thromboplastine active) ; 

- la thrombinof ormation, phase qui peut se resu- 
mer a la transformation de la prothrombine en thrombine 
sous 1' influence de la prothrombinase en presence de 
calcium ionise et enfin 

- la fibrinof ormation, phase au cours de laquel- 
le le fibrinogene sanguin est, sous 1" effet de la throm- 
bine, transforme en fibrine, proteine qui tend a devenir 
insoluble. 

La formation de prothrombinase se fait, au cours 
de 1 ' etape de thromboplastinof ormation , essentiellement 
selon deux voies differentes : la voie intrinseque ou 
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endogene, et la voie extrinseque ou exogene, lesquelles 
aboutissent a la formation de prothrombinases d'origines 
respectivement plasmatique et tissulaire, toutes deux 
susceptibles d'activer la prothrombine en thrombine ac- 
5 tive. 

La voie (ou systeme) intrinseque ou endogene 
fait intervenir un grand nombre de facteurs ou proenzy- 
mes plasmatiques susceptibles d'etre successivement ac- 
tives (facteurs XII, XI, IX, VIII et X), ou chaque pro- 

10 duit active (facteurs Xlla, XIa, IXa, Villa et Xa) agit 
comme une enzyme capable d'activer la proenzyme suivan- 
te, le facteur X active (Xa) intervenant alors, notam- 
ment par reaction avec le facteur V et un phospholipide 
d'origine plaquettaire , dans la production de prothrom- 

15 binase plasmatique endogene active. Le systeme extrinse- 
gue ou exogene, qui peut notamment se trouver sous la 
dependance directe d'une lesion tissulaire, fait appel a 
un nombre plus limite de facteurs et comporte notamment 
la production de thromboplastine tissulaire qui, en com- 

20 binaison avec le facteur VII, peut, tout comme le fac- 
teur Villa, transformer le facteur X inactif en facteur 
Xa. La sequence d' activation de la prothrombine en 
thrombine est ensuite sensiblement la meme que pour le 
systeme intrinseque, mais le phospholipide est ici d f o- 

25 rigine tissulaire et non plasmatique. 

On peut done, a la limite, exprimer 1 1 idee que 
les deux voies, intrinseque et extrinseque, se rejoi- 
gnent au niveau de 1' activation du facteur X (aussi ap- 
pele facteur Stuart) , les deux phases suivantes de la 

30 coagulation -thrombinof ormation et fibrinof ormation- ne 
donnant alors plus lieu a une distinction entre voies 
inrrinseque et extrinseque. 

L 1 aboutissement du processus de coagulation con- 
siste dans la formation d'un caillot de fibrine insolu- 

35 ble, destine notamment a colmater la lesion a l'origine 
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du declenchement de ce processus, par exemple au niveau 
d'un vaisseau sanguin. 

Ces processus de coagulation font normalement 
place ensuite a un processus, denomme fibrinolyse, des- 
tine a produire la lyse du caillot, riotamment sous 
1'effet de la plasmine, enzyme qui n'existe normalement 
dans le sang circulant que sous la forme d'un precurseur 
inactif , le plasminogene, la fifarine elle-meme consti- 
tuant neanmoins l'un des facteurs susceptibles de de- 
clencher la transformation du plasminogene inactif en 
plasmine f ibrinolytiquement active. 

En fait, bien que 1 1 on ait, dans ce qui precede, 
presente les systemes de coagulation et de fibrinolyse 
comme deux processus se produisant successivement dans 
15 le temps, il n'en est pas nornalement tou jours ainsi 
dans la realite. En fait, il s'agit de mecanismes equi- 
libres, selon des processus extremement complexes, sous 
la dependance de facteurs activateurs et inhibiteurs 
harmonieusement opposes. Le desequilibrage de ces meca- 
nismes, dans le sens d'une hypercoagulability, est alors 
susceptible d'entrainer des thromboses. A 1' oppose, un 
desequilibre dans le sens d'une hypocoagulabilite , expo- 
se I'hote a des risques hemorragiques . 

En ce qui concerne les myxobacteries qui peuvent 
etre utilisees pour la preparation des glycopeptides 
selon 1 ' invention ou de toute composition les contenant, 
on rappellera ci-apres les elements suivants. L'ordre 
des myxobacterales (myxobacteries) est tres homogene. 
Des etudes sur l'ordre dss myxobacteries ainsi que sur 
la toxonomie des myxobacteries ont ete effectuees par 
REICHENBACH H. et DWORKIN M. , The Order Myxobacterales 
in the prokaryotes, a handbook on habitats, isolation 
and identification of bacteria, 20, p. 328-355, D. Mc 
CURDY H. f Canadian Journal of Microbiology, vol. 15, 
35 1969, p. 1 453-1 461 . 
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L'ordre des myxobacteries est constitue de bac- 
teries a Gram negatif , unicellulaires f aerobies stric- 
test mobiles par glissement et capables de former des 
fructifications contenant des formes de resistance ou 
5 myxospores. Elles vivent au detriment de macromolecules 
en excretant de nombreux enzymes lytiques, ainsi que des 
antibiotiques et un mucus. Leur ADN presente une grande 
homogeneite de composition (66 a 72 % G + C) . 

Les criteres taxonomiques permettant de diffe- 

10 rencier les deux sous-ordres, quatre families et douze 
genres qui les composent sont la forme des bacteries, 
des fructifications et des myxospores, leur composition 
en acides gras et la nature de leur mucus. 

On distingue deux sous-ordres d'apres ce dernier 

15 critere : les Cystobacterinae et les Sorangiacae. Les 
Cystobacterinae produisent un mucus qui absorbe le rouge 
Congo alors que le mucus produit par les Sorangiacae ne 
I 1 absorbe pas. La famille des Myxococcacae a laquelle 
appartient l'espece tres connue Myxococcus xanthus fait 

20 partie des Cystobacterinae (Studies on the taxonomy of 
the Myxobacterials I. Record of Canadian isolates and 
survey of methods, H. Mc CURDY). 

L* homogeneite des proprietes des mucus excretes 
par les differentes especes de Cystobacterinae est aussi 

25 soulignee par les experiences de Burchard (BURCHARD R. 
P., 1982 r Trails following by gliding bacteria , Journal 
of Bacteriology, p. 943-950) montrant que la trace mu- 
queuse laissee par une espece peut etre semblable a cel- 
le de bacteries d^utres especes ou genres voisins, de 

30 ce sous-ordre. 

Compte tenu de 1 1 homogeneite de la composition 
et des proprietes du mucus excrete par les especes du 
sous-ordre des Cystobacterinae, les resultats concernant 
une souche appartenant au sous-ordre des Cystobacterinae 

35 peuvent etre consideres , a ce jour, comme valables pour 
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toutes les ©spaces du sous.-ordre des Cystobacterinae 
(Myxococcus , Corallococcus , Angiococcus , Archangium, 
Cystobacter, Melihangium, Stigmatela) ainsi que pour 
certains mutants d© l'un© de ces souches sauvages. 

Les myxobact6ries ont fait I'objet de nombreuses 
publications, notamment relativement 4 leur secretion 
abondant© qui contient des antibiotiques , des prot6ines 
et un mucus polysaccharidiqua (cf. J. W. SUTHERLAND and 
S, THOMSON, Journal of General Microbiology, 1975, 89, 
124-132) comparisons of polysaccharides produced by 
Myxococcus strains) . 

Mais, compt© t©nu d© la complexity d© cette se- 
cretion, on n'a ©ncora 4 ee jour jamais isol6 d'extraits 
de cette secretion, mime a fortiori mis en Evidence de 
propri6t4s biologiques particuli4res. 

Or, la Sociiti Demanderess© a trouv6 de fagon 
inattendu© ©n itudiant les s©eritions du milieu de cul- 
ture d© myx©bactiri©s ; dent 1© mucus absorbe le rouge 
Congo, des m©14eul©s glyeopeptidiques et glycoprot^i- 
nigues possidant un© activity bielegique, notamment 
vis-4-vis d© la coagulation sanguine. 

L' invention a pour but d© fournir des principes 
actifs d© midieaaants (et les aidieaments ©ux-mlmes) qui 
peraettent d© r©a£di©r au aeins ©n parti© aux difficul- 
ty inoneies 4 propos de 1' heparin©, notamment qui 
soisnt eapables d© peraettre un r44guiiibrag© Eventual 
©t/ou un eontr&l© plus ai§4, au prix d'un© moindr© sur- 
v©illane© eiiniqu© du systiae eoagulation-fibrinolys© 
eh©z d©s patients aff@eti§ d'un© pathologi© d© la coa- 
gulation ou ayant subi un traiteaent, tel gu'un© inter- 
vention ehirurgieale, §ui l@s ©xposent 4 des risques 
d 1 hypercoagulability . 

L 1 invention concern© plu§ partieuliirement des 
glysopeptides et giycoprot^ines, ©t tout© composition 
les eontenant, exereant un effet r^gulateuaz 4 l'Agard d© 
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la coagulation, notamment dans le sens d'un retard a la 
coagulation, cependant par la mise en jeu d 1 actions 
inhibitrices differentes de celles de I'heparine, voire 
plus selectives que celles de I'heparine. 
5 L 1 invention a pour objet de fournir des glyco- 

peptides et des glycoproteines, ou toute composition les 
contenant, presentent une action anticoagulante caracte- 
risee essentiellement par une inhibition directe de la 
thrombine, sans impact negatif sur la structure du 

10 fibrinogene et sa capacite de se polymeriser. 

L 1 invention a egalement pour objet de fournir 
des glycopeptides et des glycoproteines ou toute 
composition les contenant, presentant des proprietes 
anticoagulantes et d'innocuite vis-a-vis des cellules 

15 endotheliales. 

L 1 invention a done pour objet de fournir un 
principe actif particulierement interessant vis-a-vis 
des proprietes anticoagulantes dont les proprietes sont 
stables et qui, n' est pas toxique. 

20 L' invention a egalement pour objet de fournir 

des principes actifs anticoagulants qui peuvent etre 
obtenus a I'aide de produits extremement courants et peu 
onereux, 

L 1 invention a pour objet de fournir des glyco- 
25 peptides et des glycoproteines et toute composition les 
contenant presentant des proprietes anticoagulantes et 
qui peuvent etre produits en masse, de facon simple et 
rentable a I'echelle industrielle . 

L' invention a pour objet des glycopeptides ca- 
30 racterises par les proprietes suivantes : 

- leur poids moleculaire est compris d' environ 
5 000 a environ 20 000 daltons, notamment d 1 environ 
t 5 000 a environ 10 000 ; 

les motifs contenus sont des hexoses et des 
35 hexoses amines, appartenant au groupe constitue 
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par le mannose, le glucose, le galactose, la galactosa- 
mine, la glucosamine ; 

- leur coinportement en chromatographie HPLC 
n'est pas modifie par le sodium dodecylsulf ate ; 

5 - leur pH isoelectrique est d' environ 3 a 

environ 5 # notamment environ 3,6 ; 

- ils sont anticoagulants sur sang total a par- 
tir d'une concentration d 1 environ 80 \ig/ml ; 

- leur activite anticoagulante est d 1 environ 2 a 
10 environ 10 Ul/mg ; 

- ils entrainent un allongement du temps de 
cephaline-kaolin ? 

ils entrainent un allongement du temps de 

Quick ; 

15 - ils entrainent un allongement du temps de 

thrombine ; 

- ils inactivent le facteur Xa. 

Plus particulierement, les glycopeptides et les 
glycoproteines selon 1 1 invention ont la composition 
20 suivante : 

- environ 70-80 % (en poids) de residus d'acides 

amines ; 

- environ 30-20 % (en poids) de motifs sucres, 
lesquels motifs sucres sont constitues par environ 60 a 

25 environ 65 % (en poids) de sucres neutres et environ 35 
a environ 40 % (en poids) d'osamine. 

La composition des motifs de sucres neutres est 
constitute par environ 30 a 35 % (en poids) de glucose, 
environ 15 a environ 20 % (en poids) de mannose, environ 
30 10 a environ 15 % (en poids) de galactose. 

La composition des osamines comprend d* environ 
20 a environ 25 % (en poids) de glucosamine et d 1 environ 
10 a environ 15 % (en poids) de galactosamine . 

Selon un mode de realisation avantageux, la com- 
35 position en sucres des glycopeptides et glycoproteines 
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de 1' invention est la suivante 

- environ 35 % (en poids) de glucose, 

- environ 11,4 % (en poids) de galactose, 

- environ 16,3 % (en poids) de mannose, 

- environ 23,3 % (en poids) de glucosamine et 

- environ 14 % (en poids) de galactosamine. 
Selon un mode de realisation avantageux, la 

composition des glycopeptides et glycoproteines de 
1' invention, en acides amines est la suivante 

- environ 30 a environ 35 % (en poids) d'acide 
glutamigue ; 

- environ 25 a environ 30 % (en poids) de seri- 
ne ; 

- environ 5 a environ 10 % (en poids) d'acide 
aspartique ; 

- environ 5 a environ 10 % (en poids) de glyci- 



ne ; 
cine ; 
ne ; 

ne ; 
nine ; 
ne ; 



nine 



- environ 5 a environ 10 % (en poids) d'isoleu- 

- environ 5 a environ 10 % (en poids) d'alani- 

- environ 0 a environ 5 % (en poids) de valine ; 

- environ 0 a environ 5 % (en poids) de leuci- 

- environ 0 a environ 5 % (en poids) de threo- 

- environ 0 a environ 5 % (en poids) de tyrosi- 

- tnoins d 1 environ 2 % (en poids) de proline • 

- moins d' environ 2 % (en poids) de lysine ;' 

- moins d' environ 2 % (en poids) de phenylala- 

- moins d' environ 2 % (en poids) d'histidine ; 

- moins d' environ 2 % (en poids) d'arginine. 
Selon un autre mode de realisation de 
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I 1 invention, la composition des glycopeptides et 
glycoproteines de 1' invention en acides amines est la 
suivante 

- environ 31 % (en poids) d'acide glutamique, 

- environ 28 % (en poids) de serine, 

- environ 7 % (en poids) d'acide aspartique, 

- environ 6 % (en poids) de glycine, 

- environ 5,5 % (en poids) d 1 isoleucine , 

- environ 5 % (en poids) d 1 alanine, 

- environ 3 % (en poids) de valine, 

- environ 3 % de (en poids) leucine, 

- environ 2,5 % (en poids) de threonine, 

- environ 2,5 % (en poids) de tyrosine, 

- moins d' environ 2 % (en poids) de proline, 

- moins d 1 environ 2 % (en poids) de phenylala- 
nine, 

- moins d ' environ 2 % (en poids) d'histidine, 

- moins d 1 environ 2 % (en poids) d'arginine. 
Les glycopeptides et glycoproteines selon 

1' invention peuvent presenter egalement les caracte- 
ristiques suivantes : 

- un titre anti-IIa est d' environ 8,5 Ul/mg, 

- un titre anti-Xa est d ' environ 180 Ul/mg. 
Pour verifier le poids moleculaire, on peut 

avoir recours a 1 1 electrophorese en utilisant un kit ou 
coffret de calibration. 

Pour verifier la composition des glycopeptides 
et glycoproteines selon l 1 invention, on peut par exemple 
avoir recours aux methodes suivantes . 
30 La composition globale en acides amines peut 

erre determinee par une methode classique, telle que la 
methode de L0WRY 0. H. , R0SEBR0UGH N. J., FARR "A. L. , 
RANDAL R. J. dans J . Biol. Chem. , 193, 265-273, 1951. 

La composition globale en sucres de ces mole- 
35 cules peut etre determinee par une methode classiquement 
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utilisee dans laquelle on a pecours a l'anthrone comme 
reactif, telle qu'elle est decrite notamment dans 
"Determination of dextran with anthrone" , Analyt. Chem., 
25, p. 1 656-1 681, SCOTT T. A. and MELVIN, 1953. 

Le reactif utilise dans cette methode, a savoir 
l'anthrone, est particulierement sensible aux hexoses. 

Le pH isoelectrique peut etre determine par 
electrofocalisation telle qu'elle est decrite dans 
Anders Winter, Krishna Ek and Ulla-Birgitta Anderson = 
Analytical Electrof ocusing in thin layers of polyacry- 
lamide gels, LKB Application note 250, 1977.. 

L'homogeneite peut egalement etre determinee par 
electrofocalisation selon la methode dont la reference 
est mentionnee ci-dessus. 

En ce qui concerne le temps de thrombine (temps 
anti-IIa) , qui est un type de mesure ref letant plutot 
1' action des glycopeptides sur 1 ' inhibition du facteur 
Ha, on se reportera aux ouvrages suivants : CAZENAVE, 
Introduction a 1' etude de l'hemostase et de la throrobo- 
20 se, 1982 ; CAEN J., LARIEU N. J. et SAMAMA N . , L'hemos- 
tase, methodes d ' exploration diagnostiques pratiques, 
1980. 

En ce qui concerne le temps de cephaline-kaolin 
qui est un type de mesure ref letant plutot 1' action des 
glycopeptides et des glycoproteines au niveau de la voie 
endogene, on se reportera egalement aux ouvrages cites 
ci-dessus . 

En ce qui concerne le temps de Quick et le temps 
anti-Xa, on se reportera aux ouvrages cites ci-dessus. 
30 L 1 invention concerne egalement un precede, pour 

obtenir de tels glycopeptides et glycoproteines, ce 
procede etant caracterise par : 

- la separation et la recuperation du surnageant 
provenant d'un milieu de culture de myxobacteries du 
35 sous-ordre des Cystobacterinae ou de mutant's de 
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celles-ci ; „ 

- 1 ' elimination a partix du surnageant des 
substances de poids moleculaires inferieurs a environ 
1 000 daltons ; 

5 - 1 ' elimination a partir du surnageant des 

substances insolubles dans 1 ' eau ; 

et la recuperation de la fraction du surna- 
geant debarrassee des substances de poids moleculaires 
inferieurs a environ 1 000 daltons et debarrassee des 
10 substances insolubles dans 1 1 eau ; 

la purification de cette fraction par chro- 
matographic sur colonne de pseudo-af finite ; 

la purification subsequente de la susdite 
fraction par chromatographie sur colonne de gel de 
15 polymere reticule de dextrane. 

La matiere premiere a partir de laquelle les 
glycopeptides de 1 1 invention peuvent etre obtenus peut 
etre constituee par le surnageant provenant d'un milieu 
de culture de myxobacteries du sous-ordre des 
20 Cystobacterinae ou de mutants de celles-ci, les 
Cystobacterinae etant caracterisees par le fait qu'elles 
produisent un mucus qui absorbe le rouge Congo. 

Le milieu de culture de ces Cystobacterinae peut 
etre constitue par un milieu solide ou liquide. 
25 On a de preference recours a un milieu de cultu- 

re liquide. 

La souche de myxobacteries utilisee est avanta- 
geusement constituee par une souche de Myxococcus 
xanthus . 

30 La souche utilisee est par exemple la Myxococcus 

xanthus CM011, qui derive de la souche 1448, par 1 1 in- 
sertion (n* 11) d'un transposon Tn5 , selon la technique 
classique decrite dans "Introduction of transposon Tn5 
into Myxococcus for analysis of developmental and other 

35 non selectable mutants", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 
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425-429. La souche 1448 a fait. 1 ' ob jet d'un depot le 
3 mai 1985, a la Collection Nationale de Cultures de 
Micro-organismes (CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75015 
PARIS (France). 

Cette insertion confere a la souche notamment la 
capacite de produire 50 % de plus de sucres dans le mi- 
lieu que la souche d'origine. 

A titre d'exemple, on peut egalement utiliser la 
souche DK1622, telle que decrite par D. KAISER dans 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 5 952-5 956, 1979. 

Une telle souche peut etre cultivee en milieu 
liquide, agite, constitue de Bactocasitone tamponnee 
commercialisee par la Societe Difco. 

En ce qui concerne la separation du surnageant, 
on preleve celui-ci de preference au debut de la phase 
stationnaire de croissance des myxobacteries , en d'au- 
tres termes, a la fin de la phase exponentielle de 
croissance . 

Les phases d 1 elimination des substances de poids 
moleculaires inferieurs a environ 1 000 daltons, ainsi 
que la phase d ' elimination des substances insolubles 
peuvent etre inversees. 

Selon un mode de realisation prefere du procede 
de l'invention, on elimine d^bord les substances de 
25 poids moleculaires inferieurs a environ 1 000 daltons. 

Pour eliminer les substances de poids molecu- 
laires inferieurs a environ 1 000 daltons, on peut avoir 
recours a de l'alcool ethylique pur. 

L 1 addition d^lcool conduit a 1 1 obtention d'un 
precipite qui contient les substances de poids molecu- 
laires superieurs a environ 1 000 daltons, notamment les 
glycopeptides selon 1' invention, tandis que les substan- 
ces de poids moleculaires inferieurs a environ 1 000 
daltons, passent dans l^lcool. 

La phase de traitement a 1'alcool a egalement 
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pour but de concentrer le . surnageant debarrasse des 
substances de poids moleculaires inferieurs a 
1 000 daltons . 

La phase de traitement a l'alcool peut etre 
5 effectuee plusieurs fois, si l'on souhaite concentrer 
davantage. 

De fagon avantageuse, on traite le surnageant 
deux fois a l'alcool, ce qui signifie qu'apres avoir 
obtenu un premier precipite a l'alcool, on le resolubi- 
10 lise dans I'eau, la phase aqueuse obtenue etant retrai- 
tee par une nouvelle addition d'alcool. 

On peut ensuite laver le precipite obtenu ci- 
dessus a 1 'acetone, pour delipider partiellement , puis a 
1 ' ether , notamment pour secher . 
15 Apres le traitement a 1 1 acetone et a 1" ether, on 

laisse avantageusement secher le precipite. 

La phase d 1 elimination des substances insolubles 
dans 1 1 eau peut avoir lieu en suspendant le precipite 
seche dans de 1 ' eau distillee, puis en effectuant une 
20 centrifugation. 

Par substances insolubles, on designe dans ce 
qui precede et dans ce qui suit, les substances faible- 
ment solubles en milieu aqueux, et qui deviennent inso- 
lubles au cours de differentes etapes de precede, en 
25 raison des phases de concentration. 

On peut ensuite laver les substances insolubles 
avec de 1 ' eau distillee et recentrif uger . 

Puis , on a avantageusement recours a un traite- 
ment de purification pour eliminer les traces d'alcool, 
30 d' acetone et d ' ether eventuellement utilises dans les 
etapes precedentes . 

Ce traitement de purification est avantageuse- 
ment consritue par une ultrafiltration. 

Cette etape de purification est avantageusement 
35 suivie d'une phase de concentration, par exemple sur 
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membrane . 

Le produit obtenu a 1' issue de cette etape de 
concentration peut etre conserve apres lyophilisation ou 
evaporation sous vide. 

La phase d* elimination des substances insolubles 
peut avoir lieu a un moment quelconque entre la separa- 
tion du surnageant et la purification par chromatogra- 
phic de pseudo-af finite, et a lieu de preference apres 
le sechage qui suit le lavage a 1' acetone et a 1' ether. 

La phase d 1 elimination des substances insolubles 
peut egalement avoir lieu apres 1 1 obtention du lyophili- 
sat, lequel est dissous dans l'eau, et centrifuge pour 
eliminer les substances insolubles. 

En ce qui concerne la chromatographic de pseudo- 
af finite, elle designe une chromatographic dans laquelle 
n'intervient pas seulement I'af finite, mais aussi la 
charge, et 1 ' hydrophobicite des elements chromatogra- 
phies (cf . L. AMOURACHE et T. A. VI JAYALAKSHMI , Affinity 
chromatography of kid chimosin on histidyl-sepharose, 
Journal of Chromatography, 303, 285-290, 1984). 

On effectue avantageusement cette chromatogra- 
phic de pseudo-af finite sur une colonne d'histidyl- 
(sepharose 4B). On utilise un tampon acetate a un pH 
d 1 environ 5,5. Cette chromatographic donne plusieurs 
fractions. On recueille la fraction presentant des 
proprietes anticoagulantes , telles que mesurees selon le 
test de coagulation sur sang total decrit ci-apres. 

On passe ensuite la fraction anticoagulante sur 
une colonne de gel de polymere reticule de dextrane, tel 
que celui commercialise sous le nora Sephadex G-25 par la 
Societe Pharmacia Fine Chemicals. 

Cette chromatographic permet notamment de se 
debarrasser du NaCl utilise dans la chromatographie de 
pseudo-af finite et donne egalement plusieurs pics parmi 
lesquels 1 ■ un correspond aux glycopeptides et aux 
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glycoproteins de l 1 invention possedant des proprietes 
anticoagulantes . 

Selon un mode de realisation prexere, le procede 
d l obtention des glycopeptides et des glycoproteines de 
5 1 1 invention comprend : 

- la separation du surnageant provenant d'un mi- 
lieu de culture de myxobacteries du sous-ordre des 
Cystobacterinae ou de mutants de celles-ci, laquelle 
culture est au debut de la phase stationnaire de crois- 
10 sance ; 

l 1 addition d'alcool au susdit surnageant, ce 
qui conduit a 1 1 obtention d'un precipite qui contient 
les glycopeptides et les glycoproteines selon 1 1 inven- 
tion et qui est debarrasse des substances de poids mo- 
15 leculaires inferieurs a environ 1 000 daltons ; 

le lavage du susdit precipite a 1" acetone, 
puis a 1' ether, puis le sechage du precipite ; 

la dissolution dans 1 ' eau distillee du susdit 
precipite seche ; 
20 - 1 1 elimination des substances insolubles dans 

l'eau, notamment par centrif ugation et 1' obtention d'une 
solution contenant les glycopeptides et les glycoprotei- 
nes de 1' invention et debarrassee des substances de 
poids moleculaires inferieurs a environ 1 000 daltons, 
25 et des substances insolubles dans 1 * eau ; 

la purification par ultrafiltration et la 
concentration de la solution obtenue ci-dessus, ce qui 
conduit a 1' obtention d'une fraction contenant les gly- 
copeptides et les glycoproteines ; 
30 - la conservation de la susdite fraction par 

lyophilisation ou evaporation sous vide ; 

la purification par chromatographic sur co- 
t lonne de pseudo-af finite de la susdite fraction ; 

la purification subsequente par chromato- 
35 graphie sur colonne de gel de polymere reticule de 
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dextrane, notamment de gel commercialise sous le nom 
Sephadex. 

Selon un autre mode de realisation prefere du 
procede selon 1' invention, celui-ci comprend en plus des 
5 etapes ou phases decrites ci-dessus, une etape d 1 elimi- 
nation des proteines. Cette etape a lieu avant 1* etape 
de purification par chromatographic, a un moment quel- 
conque entre la separation du surnageant du milieu de 
culture des myxobacteries et la purification par chro- 
10 matographie sur colonne de pseudo-af finite. 

L 1 elimination des proteines peut avoir lieu par 
exemple en utilisant du phenol, mais peut egalement 
avoir lieu en utilisant une membrane qui permet d'eli- 
miner les substances de poids moleculaires superieurs a 
15 10 000 daltons. 

Si on utilise le phenol pour eliminer les pro- 
teines, il se produit un precipite qui contient les 
proteines a eliminer, tandis que les glycopeptides et 
les glycoproteines selon I 1 invention se trouvent dans la 
20 phase aqueuse obtenue. 

Le phenol utilise est du phenol d' environ 40 a 
environ 70 % (poids/volume) et est de preference du phe- 
nol a environ 50 % (poids/volume). 

Selon un mode de realisation prefere, le procede 
25 de 1 1 invention comprend : 

- la separation et la recuperation du surnageant 
provenant d'un milieu de culture de myxobacteries du 
sous-ordre des Cystobacterinae ou de mutants de celles- 
ci ; 

30 " 1 1 elimination a partir du surnageant ainsi 

recupere : 

. des proteines, 

. des substances de poids moleculaires infe- 
rieurs a environ 1 000 daltons , 
35 • d es substances insolubles dans 1 ' eau ; 
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pour donner 1 1 extrait brut, 

la purification par chromatographie sur co- 
lonne de pseudo-af finite de 1 ' extrait brut ; 

la purification subsequente par chromatogra- 
5 phie sur colonne de gel commercialise sous le nom 
Sephadex . 

Un mode de realisation prefere du procede de 
1' invention, pour obtenir les glycopeptides et les gly- 
coproteines selon 1' invention, comprend les etapes 
10 suivantes : 

- la separation et la recuperation du surnageant 
provenant d'un milieu de culture de myxobacteries appar- 
tenant au groupe produisant un mucus colorable au rouge 
Congo, laquelle culture est au debut de la phase sta- 

15 tionnaire de croissance ; 

- 1' addition au surnageant de phenol a 50 % 
(poids/volume) , qui conduit a : 

l'obtention d'un precipite contenant les 

proteines ; 

20 et a l'obtention d'une phase aqueuse conte- 

nant les glycopeptides et les glycoproteines selon 
1 ' invention ; 

- la separation des phases et la recuperation de 
la phase aqueuse qui contient les glycopeptides et les 

25 glycoproteines selon 1 1 invention ; 

- 1" addition d'alcool a la susdite phase aqueuse 
qui conduit a l'obtention d'un precipite qui contient 
les glycopeptides et les glycoproteines selon 1 ' inven- 
tion et qui est debarrasse des proteines et des substan- 

30 ces de poids moleculaires inferieurs a environ 1 000 
daltons ; 

- le lavage du susdit precipite a 1* acetone, 
puis a 1' ether, puis le sechage du precipite ; 

- la dissolution dans 1 ' eau distillee du susdit 
35 precipite seche; 
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1* elimination des substances insolubles dans 
l'eau, notamment par centrif ugation et 1 ' obtention d'une 
solution contenant les glycopeptides et les glycoprotein 
nes de 1 * invention et debarrassee des substances de 
poids moleculaires inferieurs a environ 1 000 daltons, 
des proteines et des substances insolubles dans l'eau ; 

la purification par ultrafiltration et la 
concentration de la solution obtenue ci-dessus, ce qui 
conduit a 1 ' obtention d*un extrait brut contenant les 
glycopeptides et les glycoproteines ; 

la conservation du susdit extrait brut par 
lyophilisation ou evaporation sous vide ; 

la purification par chromatographic sur co- 
lonne de pseudo-af finite de 1 1 extrait brut ; 

la purification subsequente par chromatogra- 
phic sur colonne de gel commercialise sous le nom 
Sephadex. 

De fagon avantageuse, le traitement a I'alcool 
de la phase aqueuse contenant les glycopeptides et les 
glycoproteines selon 1 1 invention peut etre effectue 
successivement deux fois. 

De fagon avantageuse, on peut laver avec de 
l l eau distillee les substances insolubles obtenues et 
proceder a une centrif ugation. 

Selon un mode de realisation avantageux, le 
procede d* obtention des glycopeptides et des 
glycoproteines de 1 1 invention comprend en outre une 
etape dans laquelle on traite le surnageant afin 
d'eiiminer les proteases, notamment par chauffage a 
environ 100* C r pendant un temps suffisant, par exemple 
pendant environ 2 a environ 5 ran. 

On indique ci-apres un procede de denaturation 
des proteases et d 1 extraction des glycopeptides de 
1 1 invention . Ce procede comprend les etapes suivantes : 

- 1 ' elimination des bacteries par centrif ugation 
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8 000 g pendant 15 minutes, a partir d'une culture de 
preference en debut de phase stationnaire de croissance, 

- la mise en contact du surnageant de culture 
recupere dans un bain d'eau bouillante a 100*C pendant 2 

5 a 5 minutes tout en agitant en permanence, 

- le refroidissement du surnageant dans un bain 
d'eau glacee, avec agitation, 

- la lyophilisation du surnageant, 

- la dissolution de la poudre (obtenue par la 
10 lyophilisation ci-dessus) dans le PBS (Phosphate 

Buffered Saline) a P H 7,2, a raison d'un ml de PBS pour 
10 ml de surnageant initial, 

1' addition au concentrat obtenu de 3 volumes 
d'alcool 95- et la mise au repos pendant une nuit a 
15 -20'C, 

- la centrifugation a 8 0O0 g pendant 15 minutes 
et 1 'elimination de la phase aqueuse, 

- la resuspension du precipite dans 1 ' eau dis- 

tillee, 

20 " la "eprecipitation avec 3 volumes d'alcool 95* 

a -20 *C pendant; au moins 4 heures, 

- le lavage du precipite a 1' acetone et a 

1 ' ether , 

- le sechage sur une paillasse a flux laminaire 
25 a la temperature ambiante, 

- la resuspension dans 1 ' eau distillee, 

- 1 ' elimination des substances insolubles dans 
l'eau par centrifugation pendant 4-5 minutes a 160 g, 

- le lavage a 2 reprises des substances inso- 
30 lubles a 1 • eau disrillee et la centrifugation comme 

precedemment, 

la filtration de la solution sur une membrane 
Amacon 1000D, a la temperature ambiante, 

- la lyophilisation, 
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par chromatographic 

L'exemple 1 ci-apres est relatif a l'obtention 
d'un glycopeptide selon 1' invention. 
5 La souche de myxobacteries utilisee est la 

souche Mvxococcus xanthus CM01 1 . 

Les cellules sont cultivees en milieu liquide 
(10 g/1 de Bactocasitone commercialise par Difco ; 8 mM 
SO^Mg ; Tris [ (hydroxymethyl ) amino-methane / pH 7,6 
10 10 mm ; tampon phosphate pH 7,6 1 mM) a 30 'C sous forte 
aeration (agitation rotative a 300 rpra en erlen ou fer- 
menteur de 7 1) . 

On prend la culture de myxobacteries en debut de 
phase stationnaire de croissance et on centrifuge a 
15 8 000 g pendant environ 15 a 30 minutes pour eliminer 
les bacteries et recuperer le surnageant du milieu de 
culture . 

On ajoute au surnageant un volume de phenol a 
50 % (poids/volume) dans 1 1 eau distillee. 
20 On agite energiquement et on laisse agir a 60 *C 

pendant 5 minutes . 

On refroidit directement a 0*C dans un melange 
refrigerant (glace + eau) et on laisse reposer pour 
separer la phase aqueuse du precipite qui s'est formee 
25 suite a 1 ' addition de phenol. 

On preleve la phase aqueuse qui contient le 
glycopeptide selon 1' invention, on centrifuge a 1 500 g 
a 0"C pendant 2 a 3 minutes et on recupere la phase 
aqueuse . 

30 On effectue un second traitement au phenol en 

ajoutant du phenol a 50 % a la phase aqueuse qui vient 
d'etre obtenue. 

On traite ensuite la phase aqueuse avec 5 volu- 
mes d'alcool 95* a -20'C pendant une nuit, ce qui permet 

35 de precipiter le glycopeptide de 1 ' invention et 
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d'eliminer le phenol et de concentrer. 

On centrifuge a 3 000 g et a 0*C pendant 15 a 30 

minutes . 

On resuspend le precipite dans un petit volume 
d'eau distillee et on reprecipite avec 3 volumes d'al- 
cool 95* a -20*C (comme precedemment) . 

On lave le precipite obtenu a 1* acetone, ce qui 
permet notamment de delipider partiellement , d'eliminer 
le phenol restant eventuellement , puis a l f ether (a 
-20 # C) r ce qui permet d'eliminer le phenol restant even- 
tuelleraent et on >' -~cher par exemple sur une pail- 
lasse a flux laminaire. 

On redissout le precipite dans 1 ' eau distillee. 
On elimine les substances insolubles dans 1 * eau 
15 par centrifugation pendant 4-5 minutes a 160 g. 

On lave les substances insolubles avec de 1 ' eau 
distillee et on centrifuge comme precedemment. 

On ultrafiltre pour eliminer notamment 1 ' alcool , 
1' acetone et 1 ' dther et on concentre par exemple en 
20 utilisant une membrane Amicon 1000D. 

On obtient ainsi ce que 1 ' on a precedemment ap- 
pele 1' extrait brut (et qui sera ci-apres appele extrait 
phenolique brut en raison de 1 1 utilisation du phenol 
indiquee ci-dessus) qui contient le glycopeptide selon 
-5 1' invention. 

La figure 1 represente la courbe 1 relative a la 
chromatographie de pseudo-af finite sur histidyl- 
( sepharose-4B) de 1 1 extrait brut. 

On a represente sur l'axe des abscisses, les vo- 
30 lumes dilution en ml et sur l'axe des ordonnees, a 
droite, la concentration molaire en NaCl et sur l'axe 
des ordonnees a gauche, la densite optique mesuree a 
280 nm. 

La colonne utilisee a pour dimensions 1 x 25 cm. 
L ' echantiilon est constitue par 25 mg d ' extrait 
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phenolique brut lyophilise dan? 1 ml de tampon. 

L'eluant est constitue par du tampon acetate 
0,1 M. Le pH est de 5,5 et le gradient de NaCl est un 
gradient par palier de 0 a 0,75 M. Le debit est de 12 ml 
5 a l'heure. 

Cette separation conduit a 1 ' obtention de cinq 
fractions correspondant aux cinq pics respectivement de- 
signers par I, II, ill, iv et V sur la figure 1. 

Le pic II obtenu avec NaCl 0,1 M dans le tampon 
10 correspond a une fraction presentant des proprietes an- 
ticoagulantes et contient le glycopeptide selon l 1 inven- 
tion. 

La figure 2 represente la courbe 2 relative a la 
filtration sur gel commercialise sous le nora Sephadex 
15 G-25 des differentes fractions obtenues par histidyl- 
sepharose. 

On a represente sur 1 1 axe des abscisses le volu- 
me d'elution en ml, sur I'axe des ordonnees, la densite 
optique mesuree a 280 nm. 
20 La colonne a une dimension de 1 x 22 cm. 

L'eluant est constitue par de 1 1 eau distillee et 
le debit est de 16 ml/heure. 

Le glycopeptide selon 1 ■ invention correspond au 
pic represente par 11(2) sur la figure 2. 

25 La fleche (I) indique le debut de chaque elu- 

tion. 

La purete du glycopeptide selon 1' invention est 
verifiee par electrof ocalisation (cf. Anders Winter, 
Krishna Ek, Ulla-Birgitta Anderson, Analytical Electro- 
focusing in thin layers of polyacry lamide gels, LKB 
Application Note 250, 1977). 

Le glycopeptide selon 1' invention represente en- 
viron 2 % du susdit extrait phenolique brut. 
Exemple 2 

35 Cet exen >Ple est relatif a 1 ■ obtention du 
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glycopeptide obtenu a partir de 1 * extrait phenolique 
brut mentionne ci-dessus. 

On a isole le glycopeptide selon 1' invention a 
partir de 1 ' extrait phenolique brut obtenu notamment 
comme indique ci~dessus, a l'aide d'une colonne de 
silice connue sous la designation (C8-RP300), en 
fonction de 1 1 hydrophobicite . 

En presence ou absence de SDS (sodium dodscyl 
sulfate), il presente essentiellement deux pics conte- 
nant a la fois des residus sucres et peptides. Le gly- 
copeptide selon 1' invention est contenu dans la fraction 
correspondant au pic le plus hydrophile (65 % en masse), 
la fraction correspondant a 1' autre pic contient un 
principe coagulant. 

Le sodium dodecyl sulfate elimine 1 ' activite an- 
ticoagulante du premier pic, raais n 1 en modifie pas la 
migration. 
Exemple 3 

Cet exemple est relatif a 1 ' obtention des gly- 
copeptides selon 1 ' invention en ayant recours au procede 
indique ci-dessus dans lequel on effectue uniquement la 
precipitation a I'alcool. 

Ce procede ne differe de celui deja decrit a 
1' exemple 1 que par 1 1 elimination de 1 1 etape correspond- 
ant a la precipitation a I'aide du phenol. La separation 
du glycopeptide est rendue possible par tine chromatogra- 
phic de pseudo-af finite sur un gel d ' histidyl-sepharose 
suivie par une filtration sur gel G-25 dans les condi- 
tions deja decrites a 1 ' exemple 1. L 1 homogeneite du pro- 
duit a ete verifiee par electroxocalisation et son pH 
isoelectrique determine (environ 3,6). 

On indique ci-apres r en detail, les protocoles 
d 1 extraction et de purification. 

On prend la culture de Mvxococcus xanthus 
CM011 au debut de la phase starionnaire de croissance. 
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- On elimine les cellules par centrif ligation a 
8 000 g pendant 15 a 30 minutes et on recupere le 
surnageant. 

On traite le surnageant avec 3 volumes d'al- 
cool a 95 m C et on laisse pendant 4 heures ou une nuit a 
-20-C. 

- Pour separer le precipite forme de la phase 
aqueuse, on centrifuge la phase aqueuse a 8 000 g pen- 
dant 15 a 30 minutes et on elimine la phase aqueuse. 

- On resuspend le precipite dans de 1 1 eau dis- 
tillee. 

- On reprecipite la phase aqueuse avec 3 volumes 
d'alcool a 95 # C a.-20*C pendant au moins 4 heures. 

- On lave le precipite obtenu a 1' acetone puis a 

15 1' ether. 

- On laisse secher le precipite sur une paillas- 
se a flux laminaire a la temperature ambiante. 

- On suspend le precipite dans de 1 1 eau distil- 

lee. 

20 " 0n elimine les substances insolubles dans 

l'eau par centrif ugation pendant 4-5 minutes a 160 g. 

- On lave les substances insolubles avec de 
l'eau distillee et on centrifuge comme precedemment. 

- On filtre la solution sur une membrane Amicon 
25 1000D, a la temperature ambiante. 

- On lyophilise, ce qui conduit a 1 ' obtention 
d'un lyophilisat. 

- On precede ensuite a une chromatographic de 
pseudo-af finite du lyophilisat sur histidyl- ( sepharose 

30 4B). 

- On precede ensuite a une filtration sur une 
colonne de gel commercialisee sous le nom Sephadex G-25 
des dif ferentes fractions obtenues sur histidyl- 
( sepharose-4B ) . 

35 Le gel utilise est la sepharose-48 , 
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commercialisee par Pharmacia. Fine Chemicals, couplee a 
un ligand L-histidine , commercialise par la Societe 
Sigma, 

On a represents respectivement sur les figures 3 
5 et 4, les courbes relatives a la chromatographie de 
pseudo-af finite et de filtration sur gel G-25, pour 
I'obtention du glycopeptide selon l 1 invention. 

La figure 3 represente les trois pics (I, II, 
III) obtenus par la separation sur histidyl- ( sepharose 
10 4B). 

On a represents sur l'axe des abscisses le vo- 
lume d'elution exprime en ml, sur l'axe des ordonnees, a 
droite, la concentration en NaCl et a gauche la densite 
optique a 280 nnu 
15 La colonne utilisee a comme dimensions 

2,5 x 16 cm. 

L 1 echantillon est constitue par 1 g de lyophi- 
lisat dans 10 ml de tampon. 

L'eluant est un tampon acetate 0,1 M, pH 5,5, le 
20 debit est de 48 ml/heure. 

L'elution est faite avec un gradient de NaCl 
(0-0,75 M) dans le tampon. 

C'est dans la fraction correspondant au pic III 
que se trouve le glycopeptide presentant des proprietes 
25 anticoagulantes selon 1* invention, eluee avec NaCl 0,1 M 
dans le tampon. 

La fraction correspondant au pic III obtenu sur 
separation histidyl- (sepharose 4B) est concentree par 
ultrafiltration sur membrane Amicon 1000D et est filtree 
30 sur gel G25. 

La figure 4 represente la filtration sur gel 
G-25 du pic III obtenue precedeminent . 

On a represente en abscisses le volume d'elution 
exprime en ml, et en ordonnees, la densite optique a 
35 280 nra. 
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La colonne utilisee est une colonne de 1x25 cm. 
L'eluant est de 1 ' eau . distillee . 
Le debit est de 16 ml/heure. 

Le glycopeptide presentant des proprietes anti- 
coagulantes selon I'invention, correspond au pic . 
Analyse du glvcopeptide 

La fraction peptidique a ete inise en evidence 
apres dosage des proteines totales selon la methode de 
Lowry . 

Selon cette methode, le glycopeptide contient 
79-80 % (en poids) de residus acides amines. 

La partie glucidique du glycopeptide de 1 ' in- 
vention correspond a 20 % environ (en poids) de glucides 
totaux. 

La fraction glucidique a ete analysee par chro- 
inatographie en phase gazeuse apres methanolyse. 

La technique de methanolyse est la suivante. 
Pour determiner la composition de 20 pg de su- 

cres : 

- on met 2 pg de mesoinusitol (temoin interne) a 
1 ug/ml dans de 1 1 eau distillee ; 

- on lyophilise ; 

- on met 500 pi de methanol anhydre 0,5 N/HC1 et 
on laisse a 95 "C pendant 24 heures ; 

on sort les tubes du four pour arreter la me- 
thanolyse, on laisse refroidir a la temperature ambiante 
et on neutralise jusqu'a ce que le pH final soit de 6-7; 

on met 20 pi d ' anhydride acetique dans le me- 
lange, on agite et on laisse reagir pendant une nuxt ; 

on centrifuge a 250 g, on elimine 1* insoluble 
et on ajoute sur le surnageanr de 1* hep-cane (250 ul), on 
agite et on enleve 1' heptane qui est non mxscible avec 
le methanol, afin d * extraire les traces de lipides ; 

- on repete cette extraction plusieurs rois ; 

- on seche a 1' azote ; 
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on silyle pour stabiliser les produits et les 
rendre plus volatils ; 

on met 100 \sl de pyridine et 100 pi de BSTFA 
(CN r 0-bis- ( trimethylsilyl ) -trixluoroacetamide ) , on lais- 
se a 1 1 obscurite pendant 4 heures ; 

on injecte sur une colonne de 0V101 Cp Sil 5 
CB Chrompach, la temperature est programmee de 120 a 
240*C, a raison de 2 P C/inn, sous un debit de gaz vecteur 
(azote) de 10 ml/ran. 

La composition centesiinale (en poids) de cette 
fraction en residus sucres est donnee dans le tableau 
suivant . 

Glc Man Gal Glc Nac Gal Nac 

34,9 % 16,3 ^ 11,4 % 23,3 % 14,1 \ 
62,6 \ de sucres neutres 37,4 % d'osanines 

Glc = glucose Glc Nac = N-acetylglucosamine 

Man = roannose Gal Nac - ^-acetylgalactosamine 

Gal = galactose 

L' analyse des acides amines est effectuee a 
l'aide d'un autoanalyseur Beckman multichrora selon la 
technique de Spakman et Coll (SPAKMAN D.H., STEIN W.A 
and TI0ORE S. 1958 automatic recording apparatus for use 
in the chromatography of anino-acids . Anal yt . Chem. 30 : 
1190) . 

La composition centesiinale (en poids) de cette 
fraction en residus d 1 acides amines figure ci-apres : 
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Acides amines 




Glu 


31 % 


Ser 


28 % 


Asp 


1 % 


Gly 


6 % 


He 


5,5 % 


Ala 


5 % 


Val 


3 % 


Leu 


3 * 


Thr 


2,5 % 


Tyr 


2,5 % 


Pro 


< 2 % 


Lys 


< 2 % 


Phe 


< 2 % 


His 


< 2 % 


Arg 


< 2 % 



D'autres acides non mentionnes ici ont ete 
detectes a 1 ' etat de traces. 

Determination du poids molec uiaire et du caractere 

alvcopeptidiaues du alvcopeptide de 1 ' invention 

Le poids molecuiaire estime par un procede 
d 1 electrophorese sur gel de polyacrylamide 

(uree-SDS-PAGE) est d'environ 6 300 D. (figure 1C) . 

Le procede " Uree-SDS-PAGE" est realise selon un 
protocole fourni par PHARMACIA sur un gel de 13,4 % 
d^crylamide et de 1 mm d'epaisseur. L'uree est 
introduite a une concentration de 8 M dans le gel de 
resolution et de 4 M dans le gel de concentration. 

Les tampons sont du tris-glycine 2 M, pH 8 , 8 
pour le gel de resolution et du tris-glycine 0,5 M, pH 
6,8 pour le gel de concentration. Les echantillons sont 
solubilises dans un tampon tris 0,5 M, pH 6,8 contenant 

- du sodium dodecylsulf ate (SDS) (4 %) , 

- du mercaptoethanol (1 %) t 

- de l'uree 7 M, 
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15 



20 



75 



30 



- du saccharose (12 %) , 

puis sont portes a 1 00 * C pendant 5 ran. 
Sur la figure 7, on a represents en 

1 la bande correspondant a la myoglobine (172C0 D) 

2 la bande correspondant a la myoglobine I et II 
(14600 D) 

3 la bande correspondant a la ityoglobine I (3240 D) 

4 la bande correspondant a la myoglobine II (6380 D) 

5 la bands correspondant a la myoglobine III (2560 D) 

Sur la figure 7, 

la bande a1 correspond a une concentration 
0,8 mg/ml du glycopeptide de 1' invention, 

la bande a2 correspond a une concentration 

1 mg/ntl du glycopeptide de 1 'invention, 

la bande a3 correspond a une concentration 

2 mg/ml du glycopeptide de 1' invention. 

- la bande b correspond au kit de calibration. 
La determination de 1 ' homogeneite du prcduit et 

du caractere glycopeptidique du glycopeptide a ete rea- 
lisee par une electrof ocalisation sur gel d * acrylaraide a 
5 % (PHARMACIA) suivie d * une coloration a 1* argent seion 
deux techniques dif f erentes . La premiere est celle ccnt- 
mercialisee par 3I0RAD, pour la coloration ces peptides 
(MERRIL C. R . , GOLDMAN D., DESMAN S.A., and E3ERT ft „ H . 
1981 "Ultrasensitive stain for proteins in poiyacryla- 
mides gels shows regional variation in cerebrospirai 
fluid proteins, Science 211 : 1437-1438). 

La deuxieme comprenant une etape d ' oxydation 
periodique, permet de reveler specif iquement les 
sucres (DU3RAY G. and BEZARD G. 1982, " A highly 
sensitive periodic acid-silver stain for 1.2-Dioi croups 
of glycopeptids and polysaccharids in poiyacr ilamde 
gels. Anal. 3iocherc. "19 : 325-323). 

Dans les deux cas, la mume bande a ete reveiee 
cans le gel ce qui consritue un« preuve -?n raveur d.v la 
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10 



15 



20 



P. 5 



30 



35 



nature glycopeptidique de la substance (figures 5A et 
5B). 

Plus prScisement, on a represents en 5A l'Slec- 
trof ocalisation suivie de la coloration des peptides 
selon la premiere methode indiquee ci-dessus. 

On a represents en 5B 1 1 electrof ocalisation 
suivie de la coloration a 1* argent et comprend une Stape 
d'oxydation periodique pour reveler les sucres, selon la 
deuxieme methode indiquee ci-dessus. 

La bande a correspond au glycopeptide de 1' in- 
vention tandis que la bande b correspond a la bande de 
control e du kit de calibration. 

Sur les figures 5A et 5B, on a represents par 

1 la bande correspondant a la lectine de lentille - ban- 
de intermediaire (pi = 8.45) 

2 la bande correspondant a la bande de base de la 
myoglobine (pi = 7.35) 

3 la bande correspondant a I'anhydrase carbonique 
humaine B (pi = 6.55) 

4 la bande correspondant a la 0-lactoglobuline A (pi = 
5.2) 

5 la bande correspondant a 1 ' amyloglucosidase (pi = 3.5) 

On a represents , sur la figure B, la dStermina- 
tion plus fine du point isoelectrique . 
Sur la figure 6, 

1 correspond a la bande de l'anhydrase carbonique bovine 
(pi = 5.85) 

2 correspond a la bande de la glucose oxydase (pi = 
4.15) 

3 correspond a la bande de 1 ' amyloglucosidase (pi = 
3.50) 

4 correspond a la bande du pepsinogene (pi = 2.80) 
Proprietes des g lvcopeptides selcr. 1 1 invention 

L'effet des glycopeptides sur la coagulation a 
ete investigue et leurs proprietes anticoagulantes ont 
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ete determin6es par un ensemble de tests de coagulation. 

L'heparine qui a ete utilisee a titre de compa- 
raison est de I'heparine commercialisee par CHOAY S. A., 
de 10 300 daltons et de 173USP, 
5 On rappelle qu'une unite internationale (UI) est 

definie comme etant la quantite de substance (en 1' occu- 
rence de glycopeptide) qui attaque une micromole de 
substrat par minute et qu'une unite catalytique (Ukat) 
est la quantite de substance (en 1' occurence de glyco- 
10 peptide) qui attaque une mole de substrat par seconde. 

Le glycopeptide selon 1' invention a propos du- 
quel les resultats figurent ci-apres est celui obtenu 
dans I'exeraple 3. 

L'activite antiqoagulante, deterininee par le 
15 temps de Howell est exprime en unite internationale par 
mg de poids sec. Une unite internationale est definie 
conuae etant la quantite de substance ayant le meme effet 
sur le temps de coagulation qu'une unite internationale 
d' heparine. 

20 II faut ajouter qu'aucun signe de cytotoxicity 

n'a ete constate pax des tests preliminaires effectues 
in vitro sur des fibroblastes de poumon de poulet, 

Ces differents resultats proviennent des essais 
tels que decrits ci-dessous. 

25 Exploration de la voie endogene de la coagulation : 
a- APTT ou temps de cephaline kaolin 
(Vest le plus sensible des tests de la voie 
endogene. II correspond au temps de coagulation d'un 
plasma qui est recalcifie en presence de cephaline et 

30 d'un activateur des facteurs de contact. L'activateur a 
longtemps ete du kaolin, surface electronegative qui 
active fortement le systeme contact dont le premier 
evenement est 1 * activation et: 1 1 acquisition d'une 
activite enzymatique par le facteur XII 

35 (Facteur Hageraan). 
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Ce temps explore tous les facteurs de la voie 
endogene. 

Protocole experimental : a 0,1 ml de PPP (plasma 
pauvre en plaquettes) preincube a 37 *C, on ajoute : 
5 - 0,1 ml de tampon de Michaelis, pH 7.3 ou 

d 1 anticoagulant dans le tampon a differentes concentra- 
tions, 

- on incube pendant 3 minutes a 37 *C, 

- on declenche la coagulation par 1' addition de 
10 0.1 ml d'activeur (cephaline + kaolin, commercialise 

sous le nom C.K., Prest 2, par la Societe Diagnostica 
stago I) et 0.1 ml de CaCl 2 M/40, 

on mesure le temps de coagulation a l'aide 
d'un coagulometre (KC1 Dade). 
15 b- Temps de HOWELL 

II correspond au temps de coagulation d'un 
plasma pauvre en plaquettes recalcifie. C'est un test 
voisin dans son principe du temps de coagulation sur 
sang total, sauf que la plasma est pauvre en plaquet- 
20 tes ; il est plus court et ne dure environ que 2 a 3 
minutes. Cette difference est liee a I 1 activation in 
vitro des facteurs de contact. Cette activation est 
independante et peut done survenir dans le tube du 
prelevement, malgre le citrate qui decalcifie le sang. 
25 Lorsque 1 1 on restitue le calcium au plasma au moment de 
la realisation du test, la cascade enzymatique demarre 
au niveau du facteur IX. 

Protocole experimental 
A 37*C 

30 ~ on incube pendant 3 minutes 0,1 ml de PPP avec 

0.1 ml de tampon ou de produit a tester dans le tampon a 
concentrations variables , 

- on ajoute 0.1 ml de caC12 M/40 pour declencher 
le phenomene de coagulation, 

35 - on chronometre. 
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II EXPLORATION DE LA VOIE EXOGENE DE LA COAGULATION 

Un seul test explore la voie exogene, le temps 
de Quick. II correspond au temps de coagulation d'un 
plasma que l'on recalcifie en presence de thromboplas- 
tine tissulaire, source de facteur III. La neoplastine 
(Diagnostica Stago) preparee a partir de tissu cerebral 
frais, est la seule thromboplastine qui permet d 1 explo- 
rer selectivement, en toutes circonstances , la prothrom- 
bine et ses cofacteurs constituant ce qu'on appelle le 
complexe prothrombinique (II, V,VII ,X) . 

Protocole 

- A 0,1 ml de plasma preincube a 37 # C, on ajoute 
0,1 ml de tampon ou d' anticoagulant a differentes con- 
centrations dans le tampon, 

- on laisse agir prendant 5mn a 37 'C, 

- on introduit dans le melange reactionnel 0,2 
ml de neoplastine portee au prealable a 37 *C dans un 
bain-marie, 

- on mesure au coagulometre le temps que met le 
caillot plasmatique a se former. 

III TEMPS DE THROMBINE 

Le temps de thrombine (TT) correspond au temps 
de formation d'un caillot apres addition de thrombine 
dans un echantillon de plasma ou une solution de fi- 
brinogene, en presence ou en I 1 absence de giycopeptide 
de 1' invention. 

L'heparine Lot H 108 commercialise par "CHOAY" 
est testee dans les memes conditions af in de servir 
d 1 element de comparaison. 

Le systeme experimental est le suivant : 

- 0,2 ml de plasma pauvre en plaquettes (PPP) ou 
de fibrinogene (4 g/1) est incube a 37 # C avec : 

- 0 r 1 ml de tampon de Michaelis contenant le 
giycopeptide de l 1 invention ou I'heparine en concentra- 
tion initiale C variable, le temps temoin etant 
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determine avec un meme volume de tampon exempt de 
produit, la duree d* incubation etant de 5 mn f 

0,1 ml de solution de thrombine commercialise 
par "Roche" et presentant les caracteristiques suivantes 
5 56,4 u.NIH/mg (pour usage in vitro), gardee a 4 # C dans 
du tampon de Michaelis est ajoute et le temps d ' appari- 
tion du caillot (TT) est mesure. 

Les mesures sont faites a l'aide du coagulome- 

tre. 

10 IV EVALUATION DE L'ACTIVITE ANTI Xa 

Elle consiste a mesurer l'effet potentialisateur 
du glycopeptide de 1* invention, ayant l'heparine comme 
temoin, sur le pouvoir anti Xa plasmatigue par methode 
chronometrique . 

15 Le complexe heparine-antithrombine III exerce 

une action inhibitrice sur les serines proteases de 
l'hemostase. L 1 action inhibitrice sur le facteur Xa est 
largement responsable de 1' action anticoagulante de 
l'heparine particulierement aux faibles doses. 

20 Le dosage se decompose en 3 temps : 

1- Formation du. complexe AT Ill-heparine par ad- 
dition d 1 AT III purifiee a l'heparine selon le schema 
suivant 

ATIII + heparine > AT III - heparine 

25 2- Action inhibitrice du complexe forme, sur un 

exces connu de facteur Xa purifie suivant le schema 
suivant 

ATIII-Hep.+Xa en exces > ATIII-Hep, - (Xa)+Xa residuel 

3- Mesure de 1 ' activite enzymatique du facteur 
30 Xa residuel par son action coagulante sur un plasma 
substrat suivant le schema suivant 

Xa residuel + plasma substrat > caillot de 

f ibrine 

Acitivite anti-Xa 
35 * les *eactifs sont les suivants : Facteur Xa 
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purifie reconstitute par 1 ml d'eau distillee et garde a 
4-C, 

HEPACLOT 10 ST AGO : - antithrombine III purifiee 
reconstitute par 0,5 ml d'eau distillee et placee a 4 # C 
5 . plasma substrat specialement 

traite redissous dans 1 ml d'eau distillee et incube a 
37 # C 

* L'etalonnage est effectue avec la calciparine 
CHOAY (173 Ul/mg dans une gamme de 0 - 0,5 XJI/m\) . 
-JO * Mode operatoire : on considere que cette 

heparine titre par definition 173 Unites anti Xa/mg. 
Dans un tube plastique a 37 *C, on met 

- 50 pi de tampon de Michaelis, de 1 1 heparine ou 
du glycopeptide de 1 1 invention dans le meme volume du 

15 tampon a concentrations initiales variables, 

- 50 pi d ' antithrombine III, et on incube 
pendant 60 sec a 37 *C, 

- on ajoute : 100 pi de facteur Xa et 
on incube exactement pendant 90 sec, 

2o 100 pi de plasma 

substrat (a 37 'C) et on incube pendant 30 sec, 

on declenche le phenomene de coagulation par 
I 1 addition de 100 pi de CaCl 2 M/40 preincube a 37 *C, 

- on note le temps de coagulation. 
25 V TEMPS DE REPTILASE (TR) 

C'est le temps de coagulation du plasma citrate 
en presence de reptilase R (Diagnostica Stago) . Le 
reactif est constitue par la fraction thrombine extraite 
du venin du serpent Biotrops Atrox. Contrairement a la 

30 thrombine, la reptilase n'est pas sensible a 1' heparine 
et n'est pas inhibee par I'AT III. Elle est capable de 
provoquer la polymerisation du fibrinogene. Le teinps de 
t reptilase permet done d'evaluer la capacite d'une subs- 

tance de modifier ou non la transformation du fibrinoge- 

35 ne en fibrine. 
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Description du test 

Ce test consiste a incuber a 37 *C 0,2 ml de 
fibrinogene 4 mg/ml (CRTS - Lille) avec 0,1 ml de 
tampon. Le glycopeptide de 1* invention ou l*heparine 
sont dissous dans un meme volume de tampon a. dif f erentes 
concentrations et ajoutes a 0,2 ml de fibrinogene 4 
mg/ml . 

Apr es incubation de 3 mn, on ajoute 0,1 ml de 
reptilase ( lyophilisee, remise en solution dans 1 ' eau 
distillee et gardee a 4*C) au melange reactionnel pour 
declencher le phenomene de coagulation et le temps de 
formation du caillot de fibrine est mesure. 
RESULTATS 

1- APTT ou temps de cephaline kaolin 

L'heparine u CH0AY Lot H-108, 10700D" est choisie 

comme reference et son effet au niveau de cette voie est 

aussi bien evalue que celle du glycopeptide. 

On a rassemble dans le tableau 1, ci-apres, les 

valeurs de 1'APTT a dif f erentes concentrations d'hepa- 

rine. 

Tableau 1 



[HEPARINE ( pg/ml ) 

i 


0 


0, 15 


0,23 


0,58 


0,87 


2,89 


5,78 


6,35 


i 

Moyenne des 

i 

temps de 
coagulation 
(secondes ) 


67,5 


69,9 


80 


95,3 


110 


237,5 


440 


CO 



On a rassemble dans le tableau 2, ci-apres, les 
valeurs l'APTT a dif f erentes concentrations de glycopep- 
tide de 1' invention. 
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Tableau . 2 



5 


glycopep- (pg/ml) 

tide de 

1 ' invention 


0 


10 


20 


40 


50 


75 


90 


100 




Moyenne des 


















10 


temps de 




















coagulation 




















(secondes) 


67,5 


64 


62, 9 


85 


93,5 


136,2 


201 


DO 



D'apres ces resultats, on decele une propriete 



15 procoagulante manifestee par le glycopeptide de 1 1 in- 
vention a des concentrations inferieures a 30 pg/ml. Au 
dela de cette concentration, le glycopeptide de 1 1 inven- 
tion allonge le temps de cephaline kaolin jusqu'a empe- 
cher completement la formation du caillot a partir de 

20 100 pg/ml. L'heparine quant a elle n'a pas cet effet 
procoagulant et a 6,35 pg/ml totalement la coagulation. 

Cette comparaison nous permet de definir 1* acti- 
vity du glycopeptide de 1' invention par rapport a celle 
de I'heparine. 

25 En effet, le glycopeptide de 1 1 invention evalue 

par l'APTT est environ 42 fois moins actif que I'hepari- 
ne. La concentration aboutissant a 1 1 allongement de 2 
fois de I'APTT etait de 70 pg/ml pour le glycopeptide de 
1* invention et 1,06 pg/ml pour I'heparine. 

30 2- Temps de QUICK 

On evalue par ce test 1' action du glycopeptide 
de 1 ' invention au niveau du complexe prothrombinique 
f 11 ! v , VII, X), prenant I'heparine CHOAY comme 
reference, les resultats figurent dans les tableaux 3 et 

35 4 pour I'heparine et le glycopeptide de 1 ' invention 
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respectivement . 

Tableau 3 

Temps de quick a differentes concentrations du 
glycopeptide de 1* invention 

5 



HEPARINE 
(pg/ml) 0 


2,89 


5,78 


14,45 


28,90 


43,35 


57,80 


75,25 


86,70 


Moyenne 

des 16,7 
temps de 
coagulation 
(secondes) 


16,5 


16,6 


17 


17,7 


21 ,4 


35, 8 


118,9 


00 



Tableau 4 

Temps de quick a differentes concentrations de 
glycopeptide de 1' invention 

20 



30 



glycopep- (pg/ml 

tide de 

1 ' invention 


0 


25 


50 


80 


120 


160 


200 


240 


jrooyenne des 


















i 

itemps de 


















jcoagulation 


















<{ secondes) 


16,7 


16,5 


16,8 


19,5 


21 


35,5 


116 


00 



La concentration en glycopeptide de 1 1 invention 
necesssaire pour doubler le temps de QUICK est de 152 
pg/ial environ, alors que celle de l^eparine capable de 
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produire le meme effet est de 56 pg/ml, ce qui amene a 
conclure que sur la voie exogene de la coagulation, 
I'activite de I'heparine est 2,7 fois celle du glycopep- 
tide de 1' invention. 
5 3- Temps de thrombine (TT) sur plasma 

Ce test permet d'evaluer I'activite antithrom- 
bique de 1 1 anticoagulant dans un milieu plasmatique, 
heterogene et en presence de 1 1 antithrombique III 
presente normalement dans le plasma. Les resultats 

10 relatifs a I'heparine et a le glycopeptide de 1* inven- 
tion sont presentes respectivement dans les tableaux 5 
et 6, ci-apres, la thrombine etant utilisee a 20 uNIH/ml 
(uNIH - National Institute Health - : quantite de 
fraction coagulante de thrombine necessaire pour coa- 

15 guler en 15 s une solution de fibrinogene a 2 # /00 
tamponnee a 7,4, sous un volume final de 1 ml a 37*C). 

Tableau 5 

TT et concentration en thrombine inactivee en fonction 
de la concentration en heparine (pg/ml) 

20 



25 



HEPARINE 




















(pg/ml) 


0 


0,23 


0,58 


1 , 1 6 J 


2,9 


5,78 


11 ,56 


15 


30 


TT 

(en secondes) 


5,3 


6 


6,5 


! 

7 i 


10 


35 


94,5 


00 


00 


T. inactivee 
uNIH/ml 




2, 143 


3,34 


5,3 


10 


16,25 


19 

i 


20 


I 

1 

20 
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Tableau 6 

TT efc concentration en thrombins inactivee en fonction 
de ia concentration en glycopeptide de 1' invention 
5 (pg/sal) 



15 



GLYCOPEPTIDE 


DE 


L ' INVENTION 














( Mg/ml) 


0 


5 


10 


.20 ' 


30 


50 


70 


90 


100 


110 


TT 


5.3 


5,25 


5,3 


6,5 


8,5 


13 


28 


89,3 


00 


03 


(en secondes) 






















T. inactivee 
uNIH/ml 

i 






1,49 




8,1 


12,31 


17 


19 


20 


20 



Etude du temps de thrombine (TT) a differentes 
20 concentrations de thrombine. 

Le temps de coagulation a differentes concen- 
trations de thrombine permet en tracant la courbe de TT 
(Temps de thrombine en seconde) en fonctions de 1/T 
(1' inverse de la concentration en thrombine (uNIH/ml)~ 1 
25 de determiner la concentration en thrombine inactivee 
connaissant la concentration en thrombine initiale pour 
cheque temps de coagulation. 

Le tableau 7, ci-apres, correspond au temps de 
thrombine (TT) mesure sur plasma a differentes concen- 
30 trations de thrombine. 
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Tableau 7 

TT mesure sur plasma a differentes concentrations de 

thrombine 



Concentration 
en T. 
(uNIH/ml) 


5 


10 


15 


20 


30 


I/T 
(uNIH)" 1 


0,2 


0,1 


0,066 


0,05 


0,033 


T.T. 
(en secondes) 


19,5 


10 


7,5 


5,3 


4,5 



Le tableau 8 f ci-apres, represente le temps de 
coagulation mesure sur fibrinogene a differentes concen- 
trations de thrombine. 

Tableau 8 



concentration 
en T. (uNIH/ml) 


5 


7,5 


10 


15 


20 


1 
T 

(uNIH/ml)" 1 


0,2 


i 

0, 133 


0, 1 


0,066 


0,05 


temps de 

coagulation 

(secondes) 


49,2 


31 


23,5 


15,9 


12,5 
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En prenant comme critere la concentration d'he- 
parine ou de glycopeptide de 1 1 invention necessaire a 
1' inactivation de la moitie de la quantite de thrombine 
ajoutee au milieu reactionnel, on constate que ; 
5 - 1 mg d'heparine inactive 3 125 uNIH de throm- 

bine environ, 1 mg de glycopeptide de 1 1 invention inac- 
tif 278 uNIH environ, ce qui permet de constater que 
l'activite anti Ila du glycopeptide de 1 ' invention dans 
le plasma est done de 15,4 Ul/mg environ ce qui 
10 correspond a environ 9 % de l'activite heparinique a ce 
niveau . 

3-1 Temps de thrombine (TT) sur fibrinogene 
Un allongement du temps de thrombine sur fibri- 
nogene s'explique soit par une alteration du fibrinogene 
15 soit par une inactivation de la thrombine independante 
de 1 1 antithrombine III. 
Resultats : 

La thrombine est utilisee a 20 uNIH/ml et l'he- 
parine CH0AY sert de reference. 
20 a) Inactivation de la thrombine par l'heparine. 

Les resultats sont rassembles au tableau 9 ci-apres . 

Tableau 9 

25 Activite antithrombique de l'heparine mesuree sur fi- 
brinogene dans un milieu depourvu d ' antithrombine III 



30 



HEPARINS 
(ug/ml) 


0 


0,23 


0,58 


0,87 


1,1& 


2,9 


5,78 


11,56 


28,9 


57,8 


T T 

(secondes) 


12,5 


13 


13,7 


14,5 


15,2 


16,6 


22,9 


39 


121,8 


Co 


TKR0M3INE 
INACTIVE- 
(uKIH/ml) 


0 


0, 77 


1,82 


3.C5 


3,88 


5,3 


9,37 


13,75 


15 


20 
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b) Inactivation de la thrombine par le glyco- 
peptide de 1' invention. Les resultats sont rassembles au 
tableau 10 ci-apres . 

Tableau 10 

Activite antithrombique du glycopeptide de 1 1 invention 
evaluee sur fibrinogene dans un milieu depourvu 
d' antithrombique III 



glycopeptide (pg/ml 
<^e 1 1 invention 


0 


5 


10 


20 


25 


50 


70 


T.T. 
(en secondes) 


11,9 


13 


16 


23, 6 


30 


101 


00 


THROMBINE 
INACTIVEE 
(uNIH/ml) 


D 


2,76 


5,72 


10 


12,07 


17,6 


20 



Comme precedemment , le critere devaluation 



quantitative de !• activite anti Ila est la quantite 
d' anticoagulant necessaire a 1 1 inhibition de 50 % de la 
thrombine ajoutee au milieu reactionnel . 
Ainsi : 

- 1 mg d'heparine inhibe 1 538 uNIH de thrombi- 
ne, 

- 1 mg de glycopeptide de 1 1 invention inhibe 500 
uNIH de thrombine, ce qui correspond a environ 32 % de 
1' activite heparinique constatee. 

ACTIVITE ANTI Xa 

a) Inactivation du Xa par l'heparine. Les re- 
sultats sont rassembles dans le tableau 11 ci-apres. 
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Tableau 11 

Temps de (Xa) a des concentrations variables en hepari 



HEPARINE (pg/ml) 


0 


0,115 


0,230 


0,578 


1 , 156 


2,89 


temps de 
coagulation 
(secondes) 


1 1 


12,2 


13,7 


21,7 


36, 9 


82,5 


log t 


1 ,041 


1 ,086 


1,13* 


1,336 


1 , 567 


1,916 



b) Inactivation du Xa par le glycopeptide de 
1' invention. 'Les resultats sont rassembles dans le 
tableau 12 ci-apres . 



Tableau 12 

Temps de Xa a des concentrations variables en glyco- 
peptide de 1* invention 



glycopeptide 


i de 1 ' invention 


(pg/mi) 


0 


2 


4 


8 


12 


16 


20 


temps de 
coagulation 
( secondes ) 


11 


11 


12 


16, 1 


19, £ 


29 


. 37,2 


log t 


1 ,041 


1 ,041 


1 ,079 


1,21 


1,3 


1 ,463 


1 ,57 



_ v.u,x C5 punaantes repr eserttent le 
logarithme du temps de coagulation (log t) en fonction 
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de la concentration en glycopeptide de 1 * invention ou en 
heparine. Pour un meme temps de coagulation (22s) choisi 
corame etant le double du temps temoin, les 
concentrations respectives d* heparine et de glycopeptide 
de 1' invention necessaire pour avoir le meme effet 
anticoagulant sont r espectivement 0,833 pg/ml et 11,83 
pg/ml. 

L 1 heparine CHOAY possede 173 Ul/mg, par conse- 
quent, et se rapportant a cette activite reference, le 
glycopeptide de l 1 invention evaluee pour son activite 
anti Xa possede : 12 Ul/mg. Done le glycopeptide de 
l 1 invention possede 7 % de 1' activite heparinique au 
niveau du facteur Xa. 

Le temps de reptilase concernant respectivement 
1* heparine et le glycopeptide de 1' invention est indique 
dans les tableaux 13 et 14 ci-apres : 

Tableau 13 



Hep. (Ul/ml) 


0 2 5 


10 




Temps de 
coag. (sec) 


58,8 59 50,4 


45,4 






Tableau 14 






glycopeptide 


de 1' invention 






( Mg/ml 


0 50 100 


200 


320 


Temps de 
coag. (sec) 


58 36 49,6 


40,4 


50 
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La reptilase n'est pas sensible a I'heparine. 
L'heparine n'inhibe la polymerisation de fibrinogene que 
par 1 1 intermediate de la thrombine. Le glycopeptide de 
I 1 invention evaluee a differente concentration ne pro- 
voque aucun allongement du temps de reptilase. Ceci est 
en faveur d'une activite antigoagulante ne mettant pas 
en jeu une degradation ou une alteration quelconque du 
fibrinogene par le glycopeptide de 1' invention, son 
effet antipolymerisant s'exergant surtout par une 
inhibition directe de la thrombine. Ceci est mis en 
evidence par le temps de fibrinogene dans un milieu non 
plasmatique et en absence d'anti-T III. 
Conclusion 

Les resultats presentes ci-dessus montrent que 
les mecanismes d 1 action "de I'heparine et du glycopeptide 
de I 1 invention pour les facteurs etudies sont diffe- 
rents, le glycopeptide de 1« invention ayant comparative- 
ment une activite antithrombique directe plus importante 
que son activite catalytique. Le glycopeptide de 1 ' in- 
vention, comme I'heparine, presente une totale inocuite 
vis-a-vis du fibrinogene. 

Le tableau 15 ci-apres est un tableau comparatif 
des proprietes de I'heparine et du glycopeptide de 
1 ' invention. 
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L* invention vise egalement toute composition 
contenant le glycopeptide selon 1' invention, notamment 
toute composition presentant des proprietes anticoagu- 
lantes et contenant le glycopeptide selon 1' invention. 

L 1 invention vise plus particulierement les com- 
positions contenant le glycopeptide selon 1' invention, 
lesquelles compositions ont les proprietes suivantes 

- leur poids moleculaire est compris d' environ 
5 000 a environ 30 000, notamment a environ 20 000 ; 

elles contiennent d' environ 50 a environ 55 % 
(en poids) d'acides amines, d* environ 5 a environ 10 % 
(en poids) de motifs sucres et d' environ 0 a environ 4 % 
(en poids) de lipides ; 

- les motifs sucres contenus sont des hexoses et 
des hexoses amines, appartenant au groupe constitue par 
la mannose, le glucose, le galactose, la galactosamine, 
la glucosamine ; 

leur comportement en chromatographie HPLC 
n'est pas modifie par le sodium dod^cylsulf ate ; 

- elles sont anticoagulantes sur sang total a 
partir d'une concentration d* environ 1 600 pg/ral ; 

- leur activite anticoagulante est d' environ 0,1 
a environ 0,15 Ul/mg ; 

- elles entrainent un allongement du temps de 

Quick ; 

- elles entrainent un allongement du temps de 
thrombine ; 

- elles inactivent le facteur Xa. 

Un exemple de composition contenant le glyco- 
peptide de 1- invention peut etre tel que la fraction 
sucre contienne environ 30 a environ 40 %, notamment 
environ 36 % (en poids) de mannose, environ 20 % a 
environ 30 \, notamment 26 % (en poids) de glucose, 
environ 15 a environ 25 %, notamment environ 18 % (en 
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poids) de galactose, environ 5 a environ 15 % , notam- 
ment 8 % (en poids) de galactosamine , environ 5 a en- 
viron 15 %, notamment environ 10 % (en poids) de 
glucosamine. 

lies residus acides amines peuvent etre doses par 
la methode de Lowry. 

Les sucres peuvent etre doses par la methode a 
1 1 anthrone . 

L ' invention vise en particulier les compositions 
du type de 1 1 extrait brut mentionne ci-dessus . 

L 1 invention concerne en particulier les composi- 
tions denommees ci-apres extraits bruts, susceptibles 
d'etre obtenues par la mise en oeuvre du procede compre- 
nant les etapes suivantes : 

- la separation et la recuperation du surnageant 
provenant d'un milieu de culture de myxobacteries du 
sous-ordre des cystobacterinae ou de mutantes de celles- 
ci ; 

1 1 elimination a partir du surnageant ainsi 
recupere des substances de poids moleculaires inferieurs 
a environ 1 000 daltons ; 

1 1 elimination a partir du surnageant des pro- 

teines ; 

- 1 1 elimination a partir du surnageant des 
substances insolubles dans 1'eau. 

L'ordre dans lequel les trois etapes relatives 
respectiveraent a 1 1 elimination des substances de poids 
moleculaires inferieurs a environ 1 000, des proteines 
et des produits insolubles dans 1 ■ eau n'intervient pas. 

La matiere premiere a partir de laquelle le gly- 
copeptide de 1 1 invention peut etre obtenu peut etre 
constitute par le surnageant provenant d'un milieu de 
culture de myxobacteries, du sous-ordre des 
Cystobacterinae ou de mutants de celles-ci. 

Les sous-bacterinae se distinguent par le fait 

r 
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qu'elles produisent un mucus qui absorbe le rouge Congo. 

Le milieu de culture de ces Cystobacterinae peut 
etre constitue par un milieu solide ou liquide. 

On a de preference recours a un milieu de cultu- 
re liquide. 

La souche de myxobacteries utilisee est avanta- 
geusement constitute par une souche de Myxococcus 
xanthus . 

La souche utilisee est par exemple la Myxococcus 
xanthus CM011, qui derive de la souche 1448, deposee le 
3 mai 1985, par 1 1 insertion (n* 11) d 1 un transposon Tn5 
(selon la technique decrite dans "Introduction of trans- 
poson Tn5 into Myxococcus for analysis of developmental 
and other non selectable mutants", Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 78, 425-429. 

Cette insertion confere a la souche la capacite 
de produire 50 % de plus de sucres dans le milieu que la 
souche d'origine. 

A titre d f exemple, on peut egalement utiliser la 
souche DK1622, telle que decrite dans Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA f 76, 5 952-5 956, 1979. 

Une telle souche est cultivee en milieu liquide, 
agite, constitue de Casitone Difco tamponne. 

En ce qui concerne la separation du surnageant, 
on preleve celui-ci de preference au debut de la phase 
stationnaire de croissance, en d'autres termes, a la fin 
de la phase exponentielle de croissance. 

On a de preference recours dans une premiere 
etape, a 1 ' elimination des proteines, puis a 1' elimina- 
tion des substances de poids moleculaires inferieurs a 
environ 1 000 daltons, puis a 1 ' elimination des 
substances insolubles dans l'eau. 

L ' elimination des proteines peut avoir lieu en 
utilisant du phenol . 
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Le phenol permet de faire precipiter les protei- 
nes et la phase aqueuse contient les compositions selon 
1 1 invention . 

Le phenol utilise est avantageusement du phenol 
50 % (poids/volume) . 

L ' elimination des proteines peut egalement avoir 
lieu par filtration sur membrane, par exemple sur mem- 
brane de 10 000 daltons , notamment membrane de la marque 
AMI CON 30D commercialisee par AMIC0N. 

L' elimination des substances de poids molecu- 
laires inferieurs a environ 1 000 peut etre effectuee en 
utilisant de l'alcool ethylique pur. 

L' addition d'alcool precipite les substances de 
poids moleculaires superieurs a environ 1 000 , tandis 
que les substances de poids moleculaires inferieurs a 
environ 1 000, se retrouvent dans l'alcool. 

La phase de traitement a l'alcool a egalement 
pour but de concentrer. 

Le precipite obtenu grace a l'alcool peut etre 
resolubilise dans l'eau, la phase aqueuse obtenue etant 
retraitee par une nouvelle addition d'alcool, si 1 1 on 
desire concentrer davantage. 

On peut ensuite laver le precipite obtenu ci- 
dessus a 1' acetone, pour delipider partiellement , puis a 
1 1 ether , notamment pour secher. 

On redissout le precipite dans de l'eau distil- 

lee . 

L ■ elimination des produits insolubles peut etre 
effectuee par centrif ugation du precipite redissout. 

Puis, on a avantageusement recours a un traite- 
ment de purification pour eliminer l'alcool ainsi que 
1 1 acetone et 1 ' ether eventuellement utilises dans les 
etapes precedentes. 

Ce traitement de purification est avantageuse- 
ment constitue par une ultrafiltration sur membrane, 
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notamment 1 000 daltons ; cet.te etape d ' ultrafiltration 
est aussi une etape de concentration. 

Cette etape de purification est avantageusement 
suivie d'une phase de concentration, par exemple sur 
membrane . 

En ce qui concerne la phase d 1 elimination des 
insolubles, elle peut egalement avoir lieu apres 1 1 etape 
de purification et de concentration raentionnee ci- 
dessus . 

Le produit brut selon 1 1 invention peut notamment 
etre conserve apres lyophilisation ou evaporation sous 
vide . 

Selon un mode de realisation prefere, le procede 
de 1 ' invention comprend : 

- la recuperation du surnageant provenant d'un 
milieu de culture de myxobacteries appartenant au groupe 
produisant un mucus colorable au rouge congo, laquelle 
culture est au debut de la phase stationnaire de crois- 
sance, 

- 1* addition au surnageant de phenol a 50 % 
(poids/volume) , ce qui conduit a l'obtention d'une phase 
aqueuse contenant la composition de 1' invention et un 
precipite contenant les proteines ; 

- la separation des phases et la recuperation de 
la phase aqueuse qui contient la composition selon 1' in- 
vention, 

- 1' addition d'alcool a la phase aqueuse debar- 
rassee des proteines, ce qui conduit a 1 ' obtention d'un 
precipite qui contient la composition selon 1' invention, 
debarrasse des substances de poids moleculaires infe- 
rieurs a environ 1 000 daltons ; 

- le lavage du susdit precipite a 1' acetone, 
puis a 1* ether, puis le sechage, 

- 1' elimination des insolubles dans r'eau par 
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dissolution du precipite obteiiu ci-dessus, puis centri- 
f ugation, 

la purification et la concentration de la 
phase obtenue ci-dessus par ultrafiltration, 

la conservation de 1 ' extrait brut par lyo- 
philisation ou evaporation sous vide. 

Selon un mode de realisation avantageux, le 
procede d'obtention des glycopeptides et des 
glycoproteines de 1' invention comprend en outre une 
etape dans laquelle on traite le surnageant afin 
d'eliminer les proteases, notamment par chauffage a 
environ 100* C, pendant un temps suffisant, par exemple 
environ 2 a environ 5 mn. 

On donne ci-apres le protocole detaille de 
I'obtention d'une composition selon 1 ' invention conte- 
nant le glycopeptide selon 1' invention. 

On prend la culture en debut de phase station- 
naire de croissance et on centrifuge a 8 000 g pendant 
15 a 30 minutes pour eliminer les bacteries et recuperer 
le surnageant du milieu de culture. 

On ajoute au surnageant un volume de phenol a 
50 % (poids/volume) dans 1 1 eau distillee. 

On agite energiquement et on laisse agir a 60*C 
pendant 5 minutes . 

On rexroidit directement a 0°C dans un melange 
refrigerant (glace + eau) et on laisse reposer pour 
separer la phase aqueuse du precipite qui s 1 est forme 
suite a 1' addition de phenol. 

On preleve la phase aqueuse qui contient la 
composition de 1' invention, on centrifuge a 1 500 g a 
0*C pendant 2 a 3 minutes et on recupere la phase 
aqueuse . 

On effectue un second trairement au phenol 50 %. 
On precipire la composition de 1 1 invention de la 
phase aqueuse en la traitar.t avec 5 volumes d'alcool 95* 
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a -20 # C pendant une nuit, ce qui permet ainsi d'eliminer 
le phenol et de concentrer. 

On centrifuge a 3 000 g et i 0*C pendant 15 a 30 

minutes . 

On resuspend le precipite obtenu ci-dessus dans 
un petit volume d'eau distillee et on reprecipite avec 
3 volumes d'alcool 95* a -20* C (comme precederament ) , ce 
qui permet encore d'eliminer le phenol et de concentrer. 

On lave a 1' acetone, ce qui permet notamment de 
delipider partiellement , d'eliminer le phenol restant 
eventuellement , puis a 1' ether, ce qui permet d'eliminer 
le phenol restant eventuellement (a -20* C) et on laisse 
secher sur une paillasse a flux laminaire. 

On redissout dans 1 1 eau distillee. 

On elimine les substances insolubles dans 1 ' eau 
par centrif ugation pendant 4-5 minutes a 160 g. 

On lave les substances insolubles avec de 1 1 eau 
distillee et on centrifuge comrae precedemment . 

On ultrafiltre notamment sur une membrane Amicon 
1000D pour eliminer notamment l'alcool, 1' acetone, I'e- 
ther et pour concentrer. On obtient la composition selon 
1* invention que l'on peut lyophiliser pour conserver. 

En ce qui concerne les cellules utilisees, elles 
sont cultivees en milieu liquide (10 g/1 de 
Bactocasitone commercialise par Difco • 8 mM SO^Mg ; 
Tris pH 7,6 10 mm ; tampon phosphate pH 7,6 1 mM) a 30 *C 
sous forte aeration (agitation rotative a 300 rpm en 
erlen ou fermenteur de 7 1). 

Selon un autre mode de realisation prefere, le 
procede d'obtention des compositions de 1* invention 
correspond au procede decrit ci-dessus dans lequel on 
remplace l'etape phenolique par une deproteinisation 
partielle par ultrafiltration. 
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Resultats bioloaicmes de l a conpnsition ri° l'invetitinn 

obtenue p_ar le orocede comportant la ars cioitation * 

l'aide de phannl 

On donne ci-apres les resultats biologiques de 
la composition de 1 ' invention obtenue par le procede 
ci-dessus decrit dans lequel on a recours a la precipi- 
tation a l'aide de phenol. 
1 " Coagula tion sur sano total 

Elle est effectuee selon le protocole indique a 
propos du glycopeptide. La concentration a partir de la- 
quelle la composition obtenue par le procede comportant 
la precipitation a l'aide de phenol est anticoagulante 
est de 1 600 pg/ml. 

2 * AP TT ou terncs de cephaline-kaol in 

Les resultats relatifs au temps de cephaline- 
kaolin sont rassembles dans le tableau 16 ci-apres qui 
exprime le temps de cephaline-kaolin (en secondes) en 
fonction des concentrations differentes de la composi- 
tion de l'invention (en pg/ml). 

TABLEAU 16 



Temoin (tampon de 
Michaelis ) 


: Moyenne des temps de 
coagulation en secondes 


Concentration de la 




composition dans le 

tampon (pg/ml) : 


44,7 - 46 - 45 


| 600 
• 


35,2 


! 

; 1 000 . 


19 


1 500 ; 


10 







Les resuirats du tableau montrent qu'il y a re- 
duction du temps de cephaline-kaolin. 
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3* Temps de quick 

Les resultats sont donnes dans le tableau 17 
dans lequel on a exprime le temps de Quick pour des 
concentrations variables de la composition de 
1 1 invention . 

TABLEAU 17 



10 



IB 



20 



Temoin (tampon de 
Michaelis ) 


: Moyenne des temps de 
: coagulation en secondes 


Concentration de la 
composition dans le 

tampon (pg/ml) : 




14,1 - 14,2 - 14 


600 : 


13,9 


1 000 : 


16,6 


1 500 : 


17,7 



L 1 amelioration de la voie exogene montre que la 



composition de 1 1 invention rallonge le temps de Quick et 
que cet effet est proportionnel a la concentration. 
4" Temps de Xa 

Les resultats concernant le temps de Xa sont 
rassembles dans le tableau 18 ci-apres qui exprime le 
temps de Xa pour des concentrations variables en compo- 
sition de 1' invention. 

30 
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TABLEAU 18 



5 


Temoin (tampon de 
Michaelis) 


: Moyenne des temps de 
: coagulation en secondes 




Concentration de la 
composition (pg/ml) : 






18,1 - 17,9 - 18 


10 


600 : 


19,8 




1 000 : 


23,6 




1 500 : 


33,3 I 



15 

D'apres ce tableau, il resulte que la composi- 
tion selon 1' invention prolonge le temps de coagulation 
en inactivant le facteur Xa. Ainsi 1 000 pg/ml de com- 
position inactivent 3,5 nanounites catalytiques de Xa . 
20 ^* Test de cvtotoxicite 

Ce test a ete efxectue in vitro sur des fibro- 
blastes de poumons d'embryon de poulet a 14 jours d 1 in- 
cubation. 

Le milieu de culture utilise est le BME (base- 
25 medium-Eagel ) conxenant. 2 % de tricine, 2 % de bicar- 
bonate de sodium, et 10 % de serum de veau foetal 
(Eurobio) . 

Pour effectuer ce test, on utilise des boites de 
cultures Nunc ( commercialisees par Polylabo) a 4 cupu- 
30 les. 

Dans chaque cupule, on introduit le meme nombre 
de cellules (environ 20 000 cellules/ml de milieu BME). 
On incube a 37 "C pendant 24 heures. 
On rince doucement 2 ou 3 fois la culture avec 
35 le meme milieu. 
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Dans deux cupules prises comme temoins, on in- 
troduit 1 ml de BME et dans les deux autres la compo- 
sition de 1 1 invention dissoute dans le meme volume de 
milieu. 

Differentes concentrations de polysaccharide ont 
ete essayees : 20 r 40, 60, 80 et 100 pg Geq/ml de BME, 
1 pg Geq/ml representant la quantite d'hexose de 1 ' ex- 
trait . 

Le comportement des cellules en presence du 
produit, en comparaisoh avec le temoin, suivi en micro- 
cinema-video a la temperature de 37 *C (chambre de prise 
de vue thermos tatee) a permis de montrer qu'aucun signe 
de cytotoxicity n'etait constate, 

L* invention concerne egalement les compositions 
pharmaceutiques associant les susdits glycopeptides de 
1' invention et susdites compositions les contenant, avec 
un vehicule pharmaceutique . 

Les glycopeptides de 1 1 invention et les composi- 
tions les contenant sont particulierement adaptes au 
control e (preventif ou curatif) de la coagulation san- 
guine chez l'homme ou 1' animal, notamment dans ceux des 
cas ou I 1 note est soumis a des risques d 1 hypercoagula- 
bility, plus particulierement ceux resultant d'une per- 
turbation de la phase extrinseque susdite, par exemple 
comme consequence d'une liberation par 1 1 organisme de 
thromboplastine, par exemple de thromboplastine tissu- 
laire (interventions chirurgicales , processus atheroma - 
teux, developpement de tumeurs, perturbations des 
mecanismes de la coagulation par des activateurs 
bacteriens ou enzymatiques , etc. ) . 

Les glycopeptides de 1* invention et les composi- 
tions les contenant peuvent etre sous forme de' prepara- 
tions administrables par voie orale ou rectale, en uti- 
lisant des solides ou des liquides appropries pour un 
tel type d 1 administration ou sous forme de preparations 
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injectables steriles contenant. au noins I'une quelconque 
des compositions selon 1' invention, en association avec 
des vehicules liquides appropries steriles, de preferen- 
ce isotoniques . 

D'autres formes appropriees de preparations 
consistant en pommades dans lesquelles les glycopeptides 
selon 1 1 invention et les compositions les contenant sont 
associes avec des vehicules en pommade. 

On notera que les doses auxquelles les glycopep- 
tides de 1' invention et les compositions les contenant 
sont utilises sont determinees selon la nature de la 
maladie qui afflige le patient et les conditions parti- 
culieres de sante . 

les dosages appropries sont determines par le 
medecin, comitie la pratique l'exige dans ces domaines 
d'application. 

L 1 invention concerne egalement encore 1' appli- 
cation des compositions selon 1' invention a la consti- 
tution de reactifs biologiques utilisables au labora- 
toire, notamment a titre de reference de comparaison 
pour 1* etude d'autres produits dont est testee 1 1 acti- 
vite anticoagulante. 
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REVENDI CATIONS 

1 . Glycopeptides et glycoproteines caracterises 
par les proprieties suivantes : 

5 

- leur poids moleculaire est compris d' environ 
5 000 a environ 20 000 daltons , notamment d 1 environ 

5 000 a environ 10 000 ; 

- les motifs sucres contenus sont des hexoses et 
des hexoses amines , appartenant au groupe constitue par 
le mannose, le glucose, le galactose, la galactosamine, 
la glucosamine ; 

leur comportement en chromatographie HPLC 
n'est pas modifie par le sodium dodecylsulf ate ; 

leur pH isoelectrique est d 1 environ 3 a envi- 
ron 5, notamment d' environ 3,6 ; 

ils sont anticoagulants sur sang total a par- 
tir d'une concentration d* environ 80 pg/ml ; 

- leur activite anticoagulante est d ' environ 2 a 
environ 10 Ul/mg ; 

ils entrainent un allongement du temps de 
cephaline-kaolin ; 

- ils entrainent un allongement du temps de 

Quick ; 

- ils entrainent un allongement du temps de 

25 

thrombme ; 

- ils inactivent le facteur Xa. 

2. Glycopeptides selon la revendication 1, 
caracterises en ce qu'ils ont un poids moleculaire 
d 1 environ 6 300 daltons. 

30 

3. Glycopeptides et glycoproteines selon la 
revendication 1, caracterises en ce qu'ils ont la 
composition suivante : 

- environ 70-80 % (en poids) de residus d'acides 

amines : 

35 

- environ 30-20 % (en poids) de motifs sucres, 
lesquels morifs sucres sont constitues pax environ 60 a 
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environ 65 % (en poids) de sucres neutres et environ 35 
a environ 40 % (en poids) d'osamines. 

4. Glycopeptides et glycoproteines selon les 
revendications 1 a 2, caracterises en ce que : 

la composition des motifs sucres neutres est 
constitute par environ 30 a 35 % (en poids) de glucose, 
environ 15 a environ 20 % (en poids) de mannose, environ 
10 a environ 15 % (en poids) de galactose ; 

- la composition des osamines est constitute 

d' environ 20 a environ 25 % (en poids) de glucosamine et 
d' environ 10 a environ 15 % (en poids) de galactosamine . 

5. Glycopeptides et glycoproteines selon la 
revendication 3, caracterises en ce que la composition 
en sucres est 

- environ 35 % (en poids) de glucose, 

- environ 11,4 °* (en poids) de galactose, 

- environ 16,3 % (en poids) de mannose, 

- environ 23,3 % (en poids) de glucosamine et 

- environ 14 % (en poids) de galactosamine. 

6. Glycopeptides et glycoproteines selon les 
revendications 1 a 3, caracterises en ce que la 
composition en acides amines est la suivante : 

environ 30 a environ 35 % (en poids) d'acide 
glutamigue ; 

- environ 25 a environ 30 % (en poids) de seri- 
ne ; 

- environ 5 a environ 10 % (en poids) d'acide 
aspartique ; 

- environ 5 a environ 10 % (en poids) de glyci- 



ne 



environ 5 a environ 10 % (en poids) d'isoleu- 



cme ; 

35 " environ 5 a environ 10 % (en poids) d' alani- 



ne 



- environ 0 a environ 5 fl c (en poids) de valine ; 
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ne 



nine 



ne 



nine 



- environ 0 a environ 5 % (en poids) de leuci- 

- environ 0 a environ 5 % (en poids) de threo- 

- environ 0 a environ 5 % (en poids) de tyrosi- 

- moins d' environ 2 \ (en poids) de proline ; 

- moins d' environ 2 % (en poids) de lysine ; 

- moins d' environ 2 % (en poids) de phenylala- 



- moins d' environ 2 % (en poids) d'histidine ; 

- moins d' environ 2 h (en poids) d'arginine. 

7. Glycopepfcides et glycoproteines selon la 
revendication 5, caracterises en ce que la composition 
en acides amines est la suivante : 

- environ 31 % (en poids) d'acide glutamique, 

- environ 28 % (en poids) de serine, 

- environ 7 % (en poids) d'acide aspartique, 

- environ 6 % (en poids) de glycine, 

- environ 5,5 % (en poids) d • isoleucine, 

- environ 5 % (en poids) d' alanine, 

- environ 3 % (en poids) de valine, 

- environ 3 % de (en poids) leucine, 

- environ 2,5 % (en poids) de threonine, 

- environ 2,5 % (en poids) de tyrosine, 

- moins d' environ 2 % (en poids) de proline, 

- moins d - environ 2% (en poids) de phenylala- 

nine, 

- moins d' environ 2 % (en poids) d'histidine, 

- moins d' environ 2 % (en poids) d'arginine. 

8. Giycopeptides et glycoproteines caracterises 
en ce qu'ils sont obtenus par le precede caracterise par 

- la separation et la recuperation du surnageant 
Provenant d'un mi l ieu de culture de .yxooacteries du 
sous-ordre des Cy Stob acterinae ou de „s de 
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celles-ci ; 

1 1 Elimination a partir du surnageant des 
substances de poids moleculaires inferieurs a environ 
1 000 daltons ; 

1 ' elimination a partir du surnageant des 
substances insolubles dans 1 1 eau ; 

et la recuperation de la fraction du surna- 
geant debarrassee des substances de poids moleculaires 
inferieurs a environ 1 000 daltons et debarrassee des 
substances insolubles dans 1 1 eau ; 

la purification de cette fraction par chro- 
matographic sur colonne de pseudo-af finite ; 

la purification subseguente de la susdite 
fraction par chromatographic sur colonne de gel de 
polymere reticule de dextrane r notamment de gel 
com-mercialise sous le nom de Sephadex. 

9. Glycopeptides et glycoproteines caracterises 
en ce qu'il sont obtenus par le procede selon la 
revendication 7, dans leguel on traite le surnageant 
afin d'eliminer les proteases, par chauffage a envrion 
100*C, pendant environ 2 a environ 5mn. 

10. Glycopeptides et glycoproteines selon la 
revendication 7, caracterises en ce que la souche 
utilisee est une souche de Mvxococcus xanthus ou un 
mutant de celle-ci. 

11. Glycopeptides et glycoproteines selon la 
revendication 7, caracterises en ce que la souche est la 
souche Mvxococcus xanthus CM011, qui derive de la souche 
deposee a la CNCM sous le numero 1448, par 1' insertion 
d'un transposon Tn5 . 

12. Glycopeptides et glycoproteines selon la 
revendication 7, caracterises en ce qu'ils sont obtenus 
par le procede comprenant: 

- la separation du surnageant provenant d * un mi- 
lieu de culture de myxobacteries du sous-ordre des 
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Cystobacterinae ou de mutants de celles-ci, laquelle 
culture est au debut de la phase stationnaire de crois- 
sance ; 

1 1 addition d'alcool au susdit surnageant, ce 
qui conduit a 1 1 obtention d'un precipite qui contient 
les glycopeptides selon 1 1 invention et qui est debarras- 
se des substances de poids moleculaires inferieurs a 
en-viron 1 000 daltons ; 

- le lavage du susdit precipite a 1' acetone, 
puis a 1' ether, puis le sechage du precipite ; 

la dissolution dans 1 ' eau distillee du susdit 
precipite seche ; 

c - 1 1 elimination des substances insolubles dans 
I'eau, notamment par centrif ugation et 1 ' obtention d'une 
solution contenant les glycopeptides de 1' invention et 
debarrassee des substances de poids moleculaires 
infe-rieurs a environ 1 000 daltons, et des substances 
insolubles dans 1 1 eau ; 

- la purification par ultrafiltration et la 
concentration de la solution obtenue ci-dessus, ce qui 
conduit a 1 1 obtention d'une fraction contenant les gly- 
copeptides ; 

- la conservation de ,1a susdite fraction par 
lyophilisation ou evaporation sous vide ; 

la purification par chroma tographie sur co- 
lonne de pseudo-af finite de la susdite fraction ; 

- la purification subsequente par chromatogra- 
phic sur colonne de gel de polymere reticule de dex- 
trane, notamment de gel commercialise sous le nom 
Sephadex . 

13. Glycopeptides et glycoproteines selon la 
revendication 7, caracterises par le procede 'compre- 
nant : 

- la separation et la recuperation du surnageant 
provenant d ' un milieu de cultures de myxobacteries du 
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sous-ordre des Cystobacterinae ou de mutants de celles- 
ci ; 

1 1 elimination a partir du surnageant ainsi 

recupere : 

. des proteines, 

des substances de poids moleculaires 
infe-rieurs a environ 1 000 daltons, 

. des substances insolubles dans 1 1 eau ; 
pour donner un extrait brut ; 

- la purification par chromatographic sur colon- 
ne de pseudo-af finite du susdit extrait brut ; 

la purification subsequente par chromatogra- 
phie sur colonne de gel de polymere reticule de dextra- 
ne, notamment de gel commercialise sous le nom Sephadex. 

14. Glycopeptides et glycoproteines selon la 
revendication 12 , caracterises par le procede comprenant 

- la separation et la recuperation du surnageant 
provenant d'un milieu de cultures de myxobacteries ap- 
partenant au groupe produisant un mucus colorable au 
rouge Congo, laquelle culture est au debut de la phase 
stationnaire de croissance ; 

1' addition au surnageant de phenol a 50 % 
(poids /volume) , qui conduit a : 

l'obtention d'un precipite contenant les pro- 
teines ; 

. et a l'obtention d'une phase aqueuse contenant 
les glycopeptides selon 1 1 invention ; 

- la separation des phases et la recuperation de 
la phase aqueuse qui contient les glycopeptides selon 
1 1 invention ; 

- 1' addition d'alcool a la susdite phase aqueuse 
ce qui conduit a l'obtention d'un precipite qui contient 
les glycopeptides selon 1 1 invention et qui est debarras- 
se des proteines et des substances de poids moleculaires 
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iriferieurs a environ 1 000 daltons : 

- le lavage du susdit precipite a 1' acetone, 
puis a 1' ether, puis le sechage du precipite ; 

- la dissolution dans 1 ' eau distillee du susdit 
precipite seche ; 

- 1 'elimination des substances insolubles dans 
l'eau, notamment par centrif ugation et 1 ' obtention d'une 
solution contenant les glycopeptides de 1 ' invention et 
debarrassee des substances de poids moleculaires 
inferieurs a environ 1 000 daltons, des proteines et des 
substances insolubles dans l'eau ; 

- la purification par ultrafiltration et la 
concentration de la solution obtenue ci-dessus, ce qui 
conduit a 1 ' obtention d ' un extrait brut contenant les 
glycopeptides ; 

- la conservation du susdit extrait brut par 
lyophilisation ou evaporation sous vide ; 

70 ' la Purification par chromatographie sur co- 

lonne de pseudo-af finite de 1 ' extrait brut ; 

- la purification subsequente par chromatogra- 
phie sur colonne de gel de polymere reticule de dex- 
trane, notamment de gel de Sephadex. 

?5 15 • G1 ycopeptidique caracterise en ce qu'il est 

obtenu par le procede selon la revendication 7, dans 
lequel on traite le surnageant afin d' eliminer les 
proteases, notamment par chauffage a environ 100*C, 
pendant environ 2 a environ 5mn. 

30 16 - Composition caracterisee en ce qu'elle 

contient les glycopeptides selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 14. 

17. Composition selon la revendication 15, 
caracterisee par les proprietes suivantes : 
3 S " Son poids m °leculaire est compris d ' environ 

5 000 a environ 30 000, notamment a environ 20 000 ; 

- elle contient d' environ 50 a environ 55 % (en 
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poids) d'acides amines, d ' environ 5 a environ 10 % (en 
poids) de motifs sucres et d 1 environ 3 a environ 4 % (en 
poids) de lipides ; 

- les motifs sucres contenus sont des hexoses et 
des hexoses amines, appartenant au groupe constitue par 
la mannose, le glucose, le galactose, la galactosamine , 
la glucosamine ; 

- son comportement en chromatographic HPLC n'est 
pas modifie par le sodium dodecylsulf ate ; 

- elle est anticoagulante sur sang total a par- 
tir d'une concentration d 1 environ 1 600 pg/ml ; 

- son activite anticoagulante est d 1 environ 0,1 
a 0,15 Ul/mg - 

- elle entraine un allongement du temps de 

Quick ; 

- elle entraine un allongement du temps de 
thrombine ; 

- elle inactive le facteur Xa. 

18. Composition selon la revendication 15 , 
caracterisee en ce que la composition en motifs sucres 
est constitute par environ 30 a environ 40 %, notamment 
environ 36 % (en poids) de mannose, environ 20 % a 
environ 30 %, notamment 26 % (en poids) de glucose, 
environ 15 a environ 25 %, notamment environ 18 % (en 
poids) de galactose, environ 5 a environ 15 % , notam- 
ment 8 % (en poids) de galactosamine, environ 5 a en- 
viron 15 %, notamment environ 10 % (en poids) de 
glucosamine. 

19. Composition selon la revendication 17, ca- 
racterisee en ce qu'elle est obtenue par le procede 
comprenant les etapes suivantes : 

- la recuperation du surnageant provenant d'un 
3s milieu de culture de myxobacteries appartenant au groupe 

produisant un mucus colorable au rouge congo, laquelle 
culture est au debut de la phase stationnaire de 
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croissance, 

1 ' addition au surnageant de phenol a 50 % 
(poids /volume ) , ce qui conduit a l'obtention d'une phase 
aqueuse contenant la composition de 1 ' invention et un 
precipite contenant les proteines ; 

- la separation des phases et la recuperation de 
la phase aqueuse qui contient la composition selon 1 ' in- 
vention, 

- 1' addition d'alcool a la phase aqueuse debar- 
rassee des proteines, ce qui conduit a l'obtention d'un 
precipite qui contient la composition selon 1' invention, 
debarrasse des substances de poids moleculaires 
infe-rieurs a environ 1 000 daltons ; 

- . le lavage du susdit precipite a 1' acetone, 
puis a 1* ether, puis le sechage, 

1 1 elimination des insolubles dans 1 1 eau par 
dissolution du precipite obtenu ci-dessus, puis centri- 
f ugation, 

- la purification et la concentration de la 
phase obtenue ci-dessus par ultrafiltration, 

la conservation de 1 ' extrait brut par lyo- 
philisation ou evaporation sous vide. 

20. Composition caracterisee en ce qu'elle est 
obtenue par le procede selon la revendication 18, dans 
lequel on traite le surnageant afin d ' eliminer les pro- 
teases notamment par chauffage a environ 100*C, pendant 
environ 2 a environ 5mn. 
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